Text 



Seite 1 von 2 



AN: PAT 2000-673582 . 

TI: Versatile electerochemical detector array for laboratory 

application comprises e.g. computer -addressable noble metal 
ultra-micro electrodes on silicon plate for molecular assay and 
investigation of charged molecule transport 

PN: DE19916921-A1 

PD: 19.10.2000 

AB: NOVELTY - A versatile electrochemical detector array 
comprising computer -addressable noble metal ultra- 
microelectrodes (electrodes) on a silicon plate, is new. Sensor 
locations on plates comprise spaced arrays of ultra- 
microelectrodes and optionally-arranged auxiliary electrodes. 
DETAILED DESCRIPTION - A versatile electrochemical detector 
array comprising computer -addressable noble metal ultra-micro 
electrodes on a silicon plate, is new. Sensor locations on 
plates comprise spaced arrays of ultra-microelectrodes 
(electrodes) and optionally -arranged auxiliary electrodes. Each 
position is addressable and electrochemically monitored. As 
required, alternating or steady electrical fields are produced 
at each. Individual detection of diverse electrochemical 
reactions or characteristics, or electrical read-out of such 
prior events, takes place at each sensor location. Differing or 
similar molecules forming an affinity, are immobilized as 
required at sensor positions, or on particular carriers, or in 
gels at the sensor locations, independently of optical 
characteristics.; USE - The ultra-microsensor electrode array 
on e.g. silicon plates has numerous potential applications in 
the laboratory, such as for detection of various molecules and 
mixtures in biochemical analysis, medicinal diagnosis and 
environmental monitoring. ADVANTAGE - The array is especially 
suitable for biochemical affinity assays and is readily 
constructed using modern semiconductor processing technology. 
Different analytes can be determined simultaneously. Serial 
readout is achieved, avoiding interference with the measurement 
process, using a method particularly compatible with computer 
technology. Miniaturization, manufacturing and handling 
advantages are realized. Analytic handling of molecular 
biological assays is improved. Optical techniques are not 
invoked. DESCRIPTION OF DRAWING (S) - The figure shows an 
electrochemical detector array in plan view, carrier plate 1 
contact surfaces 2 electronic addresser/decoder 10 
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Elektrisches Sensorarray 

Fur die Anwendung In der analytischen Biochemie, der 
Diagnostik und der Umweltuberwachung werden elektrn 
sche Sensorarrays baslerend auf voltametrischen und/ 
oder impedimetrischen Detektionsprinzipien mlt sen el I er 
oder paralleler Auslesung.benutzt. Das elektrische Senso- 
rarray mit Ultramikroelektroden in sub-um-Dimensionen 
wird zur elektrochemischen Detektion biomolekul a re r As- 
says benutzt. Die. gleiche Elektrodenanordnung erlaubt 
erfindungsgemaB sowohl elektrochemische MeBvorgan- 
ge als auch die Applikation elektrischer Felder zur Hand- 
habung geladener Molekule. Jede Arrayposition ist indi- 
viduell adressierbar, elektrochemisch kontrollierbar und 
fur individuelle elektrische Auslesung sowie wahlweise 
Zwischenspeicherung geeignet. Erfindungsgemafc wird 
dies entweder mit direkter Kontaktierung zu separator 
MeU- und Steuerelektronik oder durch integrierte CMOS- 
Schaltungen an jeder Arrayposition realisiert Neben den 
muliplen Ultramikroelektroden zur Detektion, die paar- 
weise als Interdigitalelektroden oder als spiral- bzw. kreis- 
formige Bander oder mit punktformigen Elektroden be- 
setzte Flachen ausgebildet sind, werden bedarfsweise ur>- 
terschiedliche Hilfselektroden angeordnet 
Fur biomolekulare Assays werden an jeder Sensorpositi- 
on auf oder zwischen den Elektroden oder auf Hilfsfla- 
chen immobilisiert. Die affinitatsbindenden Molekule 
konnen auch an feste Trager gebunden sein und an den 
Sensorpositionen lokalisiert werden. Nach Affinitatsbirv 
dung von Analyten a us Stoffgemischen wird an ... 
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Beschreibung 

Gebiet der Erfindung 

Die Erfindung betrifft ein elektrisches Sensorarray, das 
aus multiplen Ultramikroelektroden als elektrochemischen 
iransduktoren besteht und zum gleichzeitigen Nachweis 
von verschiedenen Molekulen aus Substanzgernischen in 
der biochemischen Analytik der mediziniscben Diagnostik 
und der Umwelruberwachung als Teil von Mefianordnungen 
verwendet wird. AuBerdem betrifft die Erfindung ein Ver- 
fahren zur Verbesserung des analytischen Prozesses. 

Grundlagen der Erfindung 

Fur die analytische Untersuchung biochemischer Assays 
ist es erwtinscbt, mehrere Analyte gleichzeitig in sogenann- 
ten Array anordnungen zu detektieren. Solche Arrays sjnd 
auf der Bassis optischer Detektion weit verbreitet. Es ware 
von Vorteil, direkt elektrische MeBsignale ohne Umweg 
uber optische Detektionshilfen zu erfassen und auf diese 
Weise partikeltolerant und volumeminabhangig zu messen. 
Die elektrische Detektion wiirde Preisvorteile und robustere 
Handhabung ennoglichen. 

Ausgehend vom klassischen Elektrodensystem zur elek- 
trochemischen Detektion gibt uinfangreiche Bemiihungen, 
Elektroden zu niiniaturisieren. Mit dem Begriff bezeichnet 
man ublicherweise elektrochernisch genutzte Elektroden- 
strukturen in Dimensionen unter 5 urn K M. Wightman und 
D. O. Dipf beschreiben Moglichkeiten der Voltametrie an 
Ultramikroelektroden in Electroanalytical Chemistry, 
Ed. A J. Bard (Marcel Dekker, New York 1988) Vol. 15, 
p. 267. 

Solche Ultrarnikroelektroden ennoglichen auch beson- 
dere Detektionsverfahren wie das Redox-Recycling [O. 
Niwa et. al., Electroanalysis 3 (1991) 163-168], das heson- 
ders fur biochemische AlOnitatsassays mit Enzymmarkie- 
rung, wie sie bei Immuno- und DNA- Assays tlblich sind, 
vorteilhaft eingesetzt werden kann. Elektrodenstrukturen 
unter 300 mn Strukturbreiten ennoglichen die markerfreie 
Detektion der Affinitatsbindung groBer Molekule an elek- 
trodengebundene Fangermolekiile mittels der Impedanz- 
spektroskopie [DE 196 10 115]. 

Ein Paar planarer Interdigitalelektroden fiir konduktome- 
trische und voltametrische Messungen bezeichnen Sheppard 
et al. in Anal. Chem., 65 (1993) 1202 als Array. 

Ein Paar interdigitaler Ultramikroelektroden in Silizium- 
technologie verwendeten Aoki et al. [J. Elektroanal. Ghem., 
79 (1997) 49] fur reversible Redoxreaktionen, das soge- 
nannte Redox-Recycling. 

Wiederum ein einzelnes interdigitales Elektrodenpaar 
wurde von H. T. Tang et aL [Anal. Chimica Acta, 214 (1988) 
187] als Detektorsystem fiir ein Immunoassay, bestehend 
aus einem Antigen und einem Antikorper genutzl. 
. AUe diese Anordnungen wurden aber nur zur Einzelana- 
lytbestimmung beschrieben, so daB arraytypische unter- 
schicdlichc Molckulspczics nicht cinzclncn clcktrisch dc- 
tektiert werden konnten. 

Mikroelektroden arrays mit 16 parallelen Bandelektroden 
und 0,1 mm Hektrodenbreite wurden von Aoki et al. Anal. 
Chem. 64 (1992) 44 zur elektrochemischen Detektion be- 
schrieben. Dabei werden unterschiedliche Polaris ations- 
spannungen an den einzelnen Bandelektroden angelegt und 
koristant gehalten. Die Elektroden werden seriell im msec- 
Takt ausgelesen, ohne daB den Einzelelektroden Schalter zu- 
geordnet sind. Ein HefpaBfilter verhindert das Auftreten 
von Ladestromen. I>iese Anordnung ermoglicht nur die De- 
tektion einzelner oder verschiedener elektrodenaktiver Spe- 



zies in Losung. 

Einc Wcitcrcntwicklung interdigitaler Elcktrodcnpaarc zu 
einem Array mit multiplen interdigitalen Elektroden wurden 
in DE 43 18 519 zum simultanen Betrieb an einem Multipo- 
5 tentiostaten angegeben. Bei diesem Verfahren werden die 
Potentiate an den Elektroden individuell kontrolliert und 
konstant gehalten. Das Array ist auch nur zur simultanen 
und parallelen Messung eines Analyten in Txisung geeignet 
Ebenfalls mit einem Multipotentiostaten wurden 4 Felder 

10 mit punktfbrmigen Mikroelektroden parallel zur Bestim- 
mung verschiedener Metalle mittels anodischem Stripping- 
verfahren beschrieben (DE 44 24 355 C2). Das Verfahren 
erlaubt nur die spezielle Stripping- Voltametrie als Detekti- 
onsverfahren, wobei mit Hilfe der Square- wave- Voltametrie 

15 Spannungsrarnpen aufmoduliert wurden. 

Das Prinzip einer voltametrischen parallelen Multikanal- 
messung an Mikroelektroden arrays ist in Elektroanalysis 8, 
10 (1996) 891, aufgezeigt. Ein Elektrodenarray mit 1 bis 
2 urn groBen Querschnitten von eingebetteten Kohlefasem 

20 benutzten T. G. Strein und A. G. Ewing [Analytical Chemi- 
stry 65 (1993) 1203J. Beide Verfahren gestatten keine seri- 
elle elektrische Abfrage verschiedener Sensorpositionen. 

Yon Hin et al. [Sensors and Actuators Bl (1990) 550] be- 
schreiben ein Multianalyt-Elektrodenarray bestehend aus 

25 maanderformigen parallelen Elektrodenb andern zur paralle- 
len Analyse von Glukose und Galaktose mittels Leitfahig- 
keitsmessung. Dazu wurden Glukoseoxidase und Galactosi- 
dase in leitfahigem Polypyrol auf den ElektrodenoberflaV 
chen einpolymerisiert, gesteuert durch die Elektropolymeri- 

30 sation. Da dieses Anay die elektrische Leitfahigkeit als De- 
tetektionsgroBe nutzt, sind Schaltvorgange im Hinblick auf 
Storungen bei der Voltametrie ohne Bedeutung . 

. Ein nanostrukturiertes Goldelektrodenarray zur Immuno- 
detektion wird von C. R. Musiel et al. [Journal of Vacuum 

35 Science and Technology B13 (6) (1995) 2781] beschrieben. 
Dieses Elektrodenarray ist durch das Herauslosen von Na- 
nopartikeln aus einer auf Gold aufgebrachten Isolations- 
schicht stochastisch verteilt und kann nicht individuell 
adressiert und ausgelesen werdea 

40 Im US Patent 5,605,662 ist ein Elektrodenarray individu- 
ell ansteuerbarer Einzelelektroden mit ca. 30 um Durchmes- 
ser und davon separierten groBeren Gegenelektroden auf ei- 
nem Siliziumchip angegeben. Dieses Array wird nicht zur 
elektrochemischen Detektion, sondern nur zur Adressierung 

45 und Felderzeugung zwischen gelbeschichteten Einzelelek- 
troden und den am Rande dieses Arrays angeordneten Ge- 
genelektroden benutzt. Mit dem erzeugten Feld werden ge- 
ladene Molekule auf individuelle Elektrodenpositionen 
transportiert oder durch entgegengesetzte Polarisation von 

50 diesen Feldem entfernt. Fiir einen konkreten Fall ist dies fur 
das Anreichern von DNA im Gel uber individuellen Elek- 
troden zur DNA-Hybridisierung an FSngem und im umge- 
kehrten Fall das Beseitigen von Mismatches durch Feldun- 
terstulzung der DNA-Slringenzbehahdlung beschrieben 

55 [R. G. Sosnowski et al., Proc. Nati. Acad. Sci., USA, 94 
(1997) 1119]. Die Anwendung dieses Systems zur moleku- 
larbiologischcn Multianalytdiagnostik ist in US 5^632,957 
beschrieben, wobei der elektrische Transport mit optischer 
Detektion gekoppelt ist 

60 Ein Array zur potentiometrischen Anwendung mit mehr 
als tausend individuell adressierbaren Elektrodenelementen 
wird von T Hermes et aL in Sensors and Actuators B 21 
(1994) 33 beschrieben. Die Einzelpositionen dieses Senso- 
rarrays werden nur zum Zeitpunkt der Auslesung aktiv an- 

65 geschaltet, wahrend im Nichtlesezustand keine Spannung 
anliegt und keine Reaktion stattfindet CMOS -Schalter fUr 
dieses An- und Ausschalten der Elektroden sind an jeder Ar- 
rayposition individuell angeordnet Ein analog aufgebautes 
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Multielektrodenarray init nMOS-Schaitern an jeder Sensor- 
position wurdc von [Fiaccabriono G. C. ct al. Sensors and 
Actuators B, 18 19 (1994) 675 beschrieben. Bei dieser Art 
von Arrays entstehen betrachtliche Ladestrome, die ampero- 
metrische Detektionsverfahren stark beeintracbtigen. Ein 
Array von 19 Iridiumelektroden mit 10 um Durcbmesser als 
einzeln adressierbare Hlektroden beschreiben S. P. Kouna- 
ves et al. in Anal. Chem. 66 (1994) 418. Die Elektroden 
wurden seriell in 2-Elektrodentechnik ausgelesen und nur 
im Lesezustand rnit einem Potential belegt. 

Ein Uberblick tiber die Elektrochemie an Ultrarmkroelek- 
troden isl zu finden in Physical Electrocheuiislry, Ed. Rubin- 
stein, Marcel Dekker, 1995 New York, p. 131-208. 

Die Applikation eines Paares von 20-300 nm-strukturier- 
ten Interdigitalelektrodenarrays zur markerfreien Impedan- 
zanalyse einer Molekulkonjugation auf den Elektrodenober- 
fiachen wurde im Patent DE 196 10 115 Al beschrieben. 
Ein einzelnes Paar nanostrukturierter Interdigitalelektroden 
fur die Admitanzspektroskopie geloster Molekule wurde in 
J. Vac. Sci. Techriol. A 13 (3) (1995) 1755 beschrieben. Das 
analoge Prinzip der Impedanzmessung im Elektrodenzwi- 
schenraum immobilisierter Molekule mittels eines interdigi- 
talen Paars schattenartig an eine Cirubenwand gedampfter 
Nanometerelektroden ist in der Patentanmeldung 
PCT7EP 96/05290 gezeigt. Bei alien beschriebenen Impe- 
danzmessungen nut Ultrdtiukroelektroden wurde ein inler- 
digitales Elektrodenpaar in Zweipol-Technik an ein kom- 
merzielles ImpedanzmeBgerat angeschlossen. 

Eine besondere Form individuell adressierbarer sub-um- 
Bandelektrodenarrays sind von M. P. Nagale und I, Fritsch 
in Analytical Chemistry 70,14 (i998) 2902 als gestapelte, 
voneinander isolierte Dunnfilmelektroden beschrieben. Da- 
bei sind die Querschnitte der Stapel als aktive Elektroden 
verwendet worden. Zur elektrochemischen Kontrolle wurde 
ein kornmerzieller computergestutzter Potentiostat mit Ar- 
beit*-, Referenz- und Gegenelektrode verwendet Die Aus- 
lesung der 15 Elektrodenschichten erfolgte seriell durch An- 
und Ausschalten. 

Ein Mikroelektrodenarray zur extrazellularen Aktivitats- 
messung urid Stimulation lebender Zellen und neuronaler 
Gewebe benutzt individuell adressierbare Mikroelektroden 
von 14 um im Durchmesser, die mittels eines CMOS VLSI- 
Chips zur Stimulation und zur Detektion eingesetzt werden, 
wobei jede Chipelektrode zellular erzeugte Biopotentiale 
zwischen 0,9 2,1 mV und 100 400 uV individuell erfassen 
kann [J. J. Pancrazio et aL Biosensors & Bioelectronics 13 
(1998) 971]. Zur Stimulation werden Frequenzen zwischen 
0,7 und 50 kHz mit Biasspannungen von 12-16 uV appli- 
ziert Die Elektroden werden seriell im ein- oder ausgeschal- 
teten Zustand betrieben. 

Ein Verfahren und Vorrichtung zur Anreicherung und 
Aufreinigung von MolekOlen an gipBflachigen Elektroden 
- wird im Patent PCT/DE 97/01368 beschrieben. Dabei wer- 
den nur geringe Feldsliirken erzeugt und keinerlei Detekti- 
onsverfahren einbezogen. 

Die Modifizierung und Belegung der Oberflachen mit 
Biomolckulcn, wic sic fur das clcktrischc Scnsorarray be- 
nutzt werden, wird durch kovalente Bindung oder Adhasion 
an die metallischen oder nichtmetallischen Oberflachen oder 
an die Wandungen von Kompartments erreicht Die Mole- 
kule werden dabei als Monolayer oder Multilayer durch ko- 
valente Anbindung, durch Adsorption, durch Einlagerung in 
Polymere oder als adhasive Fdme aufgebracht [C. F. Man- 
denius et al., Methods in Rnzymology 137 (1 988) 388]. Weit 
verbreitet ist die Haflschichterzeugung auf Oberflachen mit 
runktionalisierten Silanen als Monoschichten [C. M. Fischer 
et al., Europhysics Letters 28 (2) (1994) 129-1341 uber gas- 
formig oder in flussiger Phase aufgebrachte quervernetzten 



Schichten [R. A. Williams et al. Biosensors & Bioelectro- 
nics 9 (1994) 159]. An dicsc Silandcrivatc, die Amino-, 
Thiol-, Aldehyd-, Hydroxyl-, Carboxyl- oder andere funk- 
donelle Gruppen tragen konnen, werden meist mit Hilfe von 
5 Crosslinking-Techniken [H. G. Baumert and H. Fasold, Me- 
thods in Enzymology, Vol. 172, p. 584] verschiedenste an- 
dere Verbindungen mit passenden reakdven Gruppen kova- 
lent gebunden. Auf diese Weise sind alle als affinitatsbin- 
dende Fangermolekiile geeigneten bioakdven Substanzen 
10 wie Oligonukleodde, Pepdde, Haptene und andere auf den 
Elektrodenflachen zu immobilisieren. 

Eine spezifisch die Metalloberflachen nutzende Immobi- 
lisierung ist die Ausbildung von Self-assembling-Mono- 
schichten durch Thiol/Goldbindungen. Nach Ausbildung 
15 der Self-assembling-Monolschicht wird z. B. uber Strepta- 
vidm/Biotin-Kopplungen die geordnete Anbindung von 
Proteinen wie Antikorpern erreicht [J. Spinke et al., Lang- 
muir 9 (1993) 1821]. In einem anderen Ansatz werden auf 
Goidflachen uber Chelator-thioalkane, hisddinmarkierte 
20 Proteine geordnet an die Oberflachen gebunden [D. Kroger 
et aL, Biosensors und Bioelectronics 14 (1999) 155J. 

Eine weitere Methode zur selektiven Aufbringung organi- 
scher Haft- und Kopplungsschichten ist die Elektropolyme- 
risatioh, beispielsweise fiir die Bindung von Ferrocenen auf 
25 Platinelektroden [G. N. Kamau et al. in Anal Chem. 66 
(1994)9941. 

Fiir die Herstellung biomolekularer Arrays in Mikrodi- 
mensionen sind eine Reihe von Verfahren gebrauchlich. Von 
makroskopischen Auftupfen ist das Aufsetzen miniaturisier- 
30 ter Ringe auf Chipoberflachen abgeleitet, auf die vorher ent- 
sprechende Molekule durch Tauchen aufgebracht wurden 
[S. D. Rose, J. Ass. Lab. Autom 3,3 (1998) 53]. 

Das piezoelektrische Drucken, analog den Untenstrahl- 
druckern, zum Aufbau von DNA-Chips gelang A. P. 
35 Blanchard [Genedc Engineering, Principles and Methods, 
20(1998)111]. 

Das sogenannte Mikrokontaktdrucken, d. h. das Ubertra- 
gen yon Molekulen mittels Mikrostempel wurde von A. Ku- 
mar und G. M. Whitesidess [Appl. Phys. Lett. 63 (1993) 
40 20021 beschrieben. 

Eine mit photolithgraphischen Masken unterstutzte Fest- 
phasensynthese auf Chip-Mikroarrealen, die Nucleotidauf- 
bau mittels Photoaktivierung erlaubt, beschreiben G. Mcgall 
et al. [Proc. Nad. Acad. Sci., USA 93 (1996) 13555]. 
45 Durch elektrochemische Fokussierung werden nach 
US 5605662 geladene Molekule aus der Losuhg zu ihren 
Bindungsplatzeri in Gelen uber Elektroden transportiert 

Durch perforierte Membranen, die auf Chipoberflachen 
aufgedriickt werden, sind an den offenen Stellen Immobiii- 
50 sierungsreaktionen an den Oberflachen in flussiger Phase 
moglich [E. Ermantraut et al,, Proc. of uTAS f 98, Alberta, 
Can., 1998, p. 217]. 

Die aufgezeigten Verfahren stehen fiir Standardmetno- 
den, die es erlauben, DNA, Oligonukleodde, Proteine und 
55 andere Molekule auf Arrayposidonen zu immobilisieren. 
Nachteii aller bisher beschriebenen elektrischen Senso- 
rarray-Anordnungcn mit Elektroden als Transducer ist cs, 
daB sie nur zur Monoanalytbestimmung geeignet sind, oder 
daB die eigentliche sensorische Funktion von zusatzlichen 
60 optischen Komponenten ubemommen werden mufl, Die bis- 
her als Array bezeichneten Elektrodensysteme, z. B. Interdi : 
gitalelektroden, stellen keine Arrays im eigentlichen Sinn 
dar, die zur Multianalytmessung geeignet sind. Bisher ist zu- 
dem nicht bekannt, wie man Elektrodenarrays mit den in der 
65 Computertechnik iiblichen seriellen Verfahren, d. h. nach- 
einander, auslesen kann, ohne daB dabei die elektrische 
Doppelschicht, die sich durch Polarisadon an den Elektro- 
den bei voltametrischen Detektionsverfahren aufbaut, ge- 



DE 199 16 921 A 1 



10 



stort wird. 

Zur Vcrbcsscrung dicscr Situation ist also cine Arraya- 
nordnung zur Multianalytmessung notwendig, die eine rein 
elektrische Sensorfunktionen ermoglicht und die mit elektri- 
schen Steuer- und MeBverfahren ausgeftihrt werden kann. 

Aufgabe der Erfindung 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es insbesondere, 
ein Sensorarray fur biochemische Afnnitatsassyas zur Ver- 
fugung zu stellen, das mit den Methoden der Halbleitertech- 
nologie gefertigt werden kann und als eleklrochenrischer 
Transducer mefitechnisch einfache elektrische Signale di- 
rekt und ohne optische Komponenten erzeugt. Weiterhin 
soli ein MeBverfahren zur Verfugung gestellt werden, mit 
dem aus Stoffgemischen unterschiedliche Analyte gleich- 
zeitig bestimmt werden. Aufgabe ist es weiterhin,. ein Ver- 
fahren zur seriellen elektrischen Auslesung eines elektri- 
schen Sensorarrays zur Verfugung zu stellen, daB Storungen 
des elektrischen MeBprozesses vermeidet und technologisch 
kompatibel zu den Methoden der Computertechnologie ist 
Es sollen Mini atari si erahgs-, Fertigungs- und Handha- 
bungsvorteile realisiert sowie die verbesserte analytische 
Handhabung molekularbiologischer Assays aufgezeigt wer- 
den. 

Erfindungsbeschreibung 

Die Erfindung. bezieht sich zum einen darauf, daB als sen-. 
sorisches Element multiple Ultrarnikroelektroden, d; h . vor- 
zugsweise Elektroden mit typischen Sunikturdimensionen 
unter 1 um verwendet und als Array angeordnet werden. Die 
Anordnung dar Ultrarnikroelektroden im Array zielt neben 
der Miniaturisierung auf ein vorteilhaftes Diffiisionsverhal- 
ten der zu detektierenden Moiekiile und weiterhin auf die 
Nutzung voltemetrischer und impedimetrischer Detektions- 
verfahren, wie Redox-Recycling und markerfreie Impe- 
danzmessungen, fur die derartige Ultrannkroelektroden 
Voraussetzung sind. Die Erfindung bezieht sich femer auf 
ein spezielles serielles Auslesungsverfahren der eleklroche- 
mischen Prozesse an den Ulh-amikroelektrodenarrays. Die 
erfindungsgemaBe Ultrarrdloxjelektrodenanordnung bezieht 
sich gleichermaBen auf die Erzeugung multipler elektrischer 
Felder mit sehr hbhen Feldstarken, die zum aktiven Trans- 
port von Molekulen individuell an alien Arraypositionen ge- 
eignet sind. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB gelost durch ein 
elektrisches Sensorarray fur die Multianalyt-Messung bio- 
chemischer molekularer Assays, welches folgendes umfaBt: 

(a) ein mechanisch stabiles planafes Substrat auf dem 
als Array mehrere Sensorpositionen, die jeweils aus lo- 
kal separierten, mindestens f>aarweisen Ultrarnikro- 
elektroden und wahlweise zusalzlichen Hilfselektroden 
bestehen, 

(b) isolierten Leitungen, die eine individuelle elektri- 
sche Adrcssicrung jeder Scnsorposition und Einzcl- 
elektrode gestatten, 

(c) zusatzlichen elektrischen Leitungen, die eine elek- 
trochemische Kontrolle und Steuerung an jeder Posi- 
tion ermoglichen, und wahlweise elektrische Gleich- 
und/oder Wechselfelder an jeder Sensorposition er- 
moglichen, 

(d) die Tmmobilisierung unterschiedlicher oder glei- 
cher affinitatsbindender Molekule, die entweder auf al- 
ien oder ausgewahlten Oberrlachen der einzelnen Sen- 
sorpositionen direkt oder an parti kularen Tragem oder 
gelartigen Substanzen gebunden oder eingeschlossen 



sind und die individuell fiber den einzelnen Sensorposi- 
tionen angeordnet werden, 

(e) integrierte elektronische Funktionselemente, die 
die individuelle Kontrolle elelrtrochernischer Reaktio- 
nen an den einzelnen Sensorpositionen und unabhangig 
davon die individuelle elektrische Messung dieser Re- 
aktionen an jeder Position gestatten, wobei die elektro- 
nischen Schaltelemente Gruppen, Reihen oder Einzel- 
positionen der Sensorarrays zugeordnet sind. 



. Die Erfindung ermogUcht durch diese aktiven Schaltele- 
inenie eine serieUe, d. h. nacheinander erfolgende, elektri- 
sche Auslesung der elektrochemischen Prozesse an einzel- 
nen Sensorpositionen. Die aktiven Schalt-, Steuer- und Aus- 
15 lesefunktionen an jeder Arrayposition werden so ausgefuhrt, 
daB die elektrische Doppelschicht, die sich bei elektroche- 
mischen Prozessen an Elektroden ausbildet, nicht gestort 
wird. Infelligente elektronische Funktionselemente als sepa- 
rate Bauelemente oder direkt an den einzelnen Sensorarray- 
20 positionen ermoglichen es auBerdem, elektrochemische Pro- 
zesse an einer Sensorposition in den Zeiten zwischen den 
Auslesungen aufzuzeichnen und zwischenzuspeichern. 

Mit der Erfindung wird ein elektrisches Sensorarray zur 
Verfilgung gestellt, das durch die variable Anzahl spezifi- 
25 scher Sensorarraypositionen fur unterschiedliche Analyte 
erlaubt, unterschiedliche analytische Fragestellungen zu Id- 
sen. Daruber wird erfindungsgemafi ein Verfahren aufge- 
zeigt, das es ermoglicht, mit den zur Detektion verwendeten 
Ultrarnikroelektroden partikeltolerant, d. h. unabhangig von 
30 optischen Eigenschaften in sub-ul-Volumina pro Arrayposi- 
tion zu messen. 

Von Vorteil ist weiterhin die Herstellung des Sensorele- 
ments mit waferorientierten Technologien der Halbleiterin- 
dustrie, die auch kompatibel zu den Verfahren fur die Irnmo- 
35 bilisierung bzw. Beiadung von biochemischen affinitatsbin- 
denden Brkennungsmolekute auf den Arraypositionen sind. 

Einebesondere erfindungsgemaBe Variabilitat der Anord- 
nungen und Verfahren wird im einzelnen durch die folgen- 
den MaBnahmen erreichU 
40 ... 

- Bei weniger als ca. 50 elektrische Sensorpositionen 
im Array werden die Ultrarnikroelektroden durch di- 
rekte metallische Leiterbahnen unter einer Isolations- 
schicht zu Kontaktflachen geleitet. Als planare Sub- 

45 strate finden fur diese Applikation SiUzium, Glas, Ke- 
ramik oder Polymere vorteilhafte Verwendung. 

- Sowohl geringe als auch groBe Zahlen von Sensor- 
positionen pro Array werden durch Integration der Ab- 
leitungen mittels Si-Chip-Technologie realisiert. Sili- 

50 zium als planares TYagerelement wird insbesondere 
auch dann verwendet, wenn eine groBtmogliche dichte 
Anordnung von einzelnen Sensorelementen bzw. Posi- 
tionen erreicht werden soil. 

- Als TVager fiir das elektrische Sensorarray wird Sili- 
55 zium auch verwendet, weil es die Anwendung einer ef- 

fizienten Technologie gestattet und insbesondere dann 
unabdingbar ist, wenn zur individucllcn Kontrolle der 
Positionen des Sensorarrrays Steuerung und Schaltung 
sowie Auslesung der einzelnen Positionen zusatzliche 
60 elektronische Elemente wie Transistoren, Dioden, Wi- 
derstande und andere iibliche elektronische Kompo- 
nenten positionsbezogen integriert werden. 

- Sowohl bei den elektrischen Sensorelementen mit 
direkter Kontaktierung als auch bei jenen mit integrier- 

65 ten elektronischen Elementen an den individuellen 
Sensorpositionen wird erfindungsgemafi ein neues Ver- 
fahren zur unabhangigen Kontrolle und seriellen elek- 
trochemischen Detektion an den Sensorpositionen be- 
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nutzt. Fur die elektrochemische Detektion werden dazu 
durch Elcktrodcnpolarisation crzcugtc clcktrischc 
Dpppelschichten an den Elektrodenoberflachen konti- 
nuierlich an alie S ensorarraypositionen appliziert Er- 
reicht wird dies durch besondere Umschalter, die ver- 
hindern, daB. durch serielle, d. h. nacheinander erfol- 
gende elektrische Auslesung der einzelnen Arrayposi- 
tionen, diese Polarisation gestort wird und keine soge- 
nannten Umladungsprozesse auftreten. 
- Ein besonderer Nutzen entsteht dadurch, dafi die zur 
Detektion verwendeten Ultramikroelektroden und 
wahlweise weitere HilTselekttoden gleichzeilig sowohi 
als Elemente zur Ausfiihrung elektrophoretischer 
Transportvorgange der Analytmolekule zu den Orten 
afnnitatsbindender Partnermolekule als auch zur Be- 
seitigung unerwiinschter Bindungsereignisse einge- 
setzt werderu 

Beschreibung der Zeichnungen 

Fig. 1 zeigt ein Array mit interdigitalen Ultramikroelek- 
troden mit paarweisen Mikroelektroden und Details einzel- 
ner Sensorpositionen; 

Fig. 2 zeigt Anordnungen und Kombinationen verschie- 
dener Formen von Ultrdiiukroeleklroden und Hilfselektro- 
den einer einzelnen Arrayposition; 

Fig. 3 zeigt ein Schema eines Arrays von Paaren interdi- 
gitaler Ultramikroelektroden mit aktiven CMOS-Schaltele- 
menten zur Addressierung und Kontrolle der individuellen 
Elektrodenpolarisation sowie externen Lese- und MeBver- 
starkern; 

Fig. 4 zeigt ein Schema eines Arrays von Paaren interdi- 
gitaler Ultramikroelektroden mit aktiven CMOS-Schaltele- 
menten zur Addressierung und Kontrolle der individuellen 
Elektrodenpolarisation sowie externen T>se- und MeBver- 
starkem, mit Kontrollverstarker, Lese- und Steuereinrich- 
tungen an jeder Arrayposition; und 

Fig. 5 zeigt ein Schema der Anordnung von Arraylektro- 
den und integrierten-CMOS-Elenienten. 

Numerierung der Abbildungen 

1 planarer Trager 
Is Siliziumsubstrat 

2 Kontaktflachen 

3a ringformiges Ultrarnikroelektrodensystem 
3a' ringformiges Ultrarnikroelektrodensystem 
3b Hilfselektrode 
3c Hilfselektrode 

3, 3* interdigitales IJltramikroelektrodenpaar 
3d, 3d' Interdigitalelektrodenpaar 
3e, 3e' Hilfselektrodenpaar 
3f, 3f Ulu-aniikroeleklrodenairay 

3g, 3g' mterdigitalelektrodenpaar mit Ultramikroelektro- 
den array 

3h, 3h' Elcktrodcnpaar mit Ultramikroclcktrodcnarrays 
3i, 3i* maanderformige Ultramikroelektroden 
3j Hilfselektrode 

4 Areale der Sensorarraypositionen 

5 Abdeckung der Elektrodenzuleitungen und Steuerleitun- 
gen 

6 Metal lische Leitungsbahn zu den Elektroden 

7 Siliziumdioxid 

8 Kompartimentmaterial 

9 punktformige Ultramikroelektroden 

10 elektronische Vorrichtung zur Adressierung und Deco- 
dierung 
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11 elektronische Vorrichtung mit Leseverstarkem 

12 intcgricrtc Schaltung im.adrcssicrtcn Zustand 
12a Durchkontakuerung 

13 integrierte Schaltung im nicht adressierten Zustand 
5 13a Durchkontakuerung 

14 aktive Adressleitung A 

15 aktive Adressleitung A* 

16 inaktive Adressleitung B 

17 inaktive Adressleitung B f 
to 18 MeBleitung C 

19 MeBleitung D 

20 Bias-Leilung E 

21 Bias-Leitung F 

22 adressierte integrierte Lese-, Verstarker- und Speicher- 
15 elektfonik 

23 nicht adressierte integrierte Lese-, Verstarker- und Spei- 
cherelektronik 

24 CMOS-Wanne 

25 Source 
20 26 Drain 

27 CMOS-Aluminium 

28 CMOS-Dielektrikum 

29 flussigkeitsresistente Passivierung 

30 Goldelektrode 
25 31 Polysilizium-gate 

32 Kreuzung von Adressleitung und MeBleitung 

In Fig. la ist ein Siliziumchip dargestellt, bei dem auf je- 
der Arrayposition 4 jeweils 1 Paar ringfbrnuger Mikroelek- 
30 troden 3a und 3a* angeordnet sind, die durch direkte Leiter- 
bahnen zu elektrischen Verbindungskontaktnachen 2 am 
Rande des Chips verlaufen. In Fig. lb ist eine Detailvergro- 
Berung des Chips des Arrayelementes aus Fig. la im Schnitt 
PF dargestellt. Von jeder Arrayposition 4 werden die Ring- 
35 elektroden 3a und 3a* zu jeweils einer individuellen Kon- 
taktflache 2 am "Rande des Chips uber die T^eitungen 6 ge- 
fuhrt Die Leiterbahnen 6 sind dabei von einer flussigkeits- 
dichten Isolationsschicht 5 bedeckt Ein Querschnittdetail 
dieser Abbildung entlang der Schnittlinie A, A' ist in fig. lc 
40 und Id dargestellt. Auf dem Silizium-S ubstrat 1 ist eine iso- 
lierende Schicht aus Siliziumdioxid 2 aufgebracht, die die 
Elektroderiarrays 3a und 3a 1 sowie die Leiterbahnen 6 als 
Mnnfilnimetallstriikturen tragt Durch die isolierende Ab- 
deckung 5 werden die leiterbahnen 6 bedeckt, wahrend.die 
45 aktiven Serisorelemente 3a und 3a* in den Arraypositionen 4 
frei bleiben. Die Abdeckung 5 dient auch zur Abgrenzung 
zwischen den Elektroden der einzelnen Arraypositionen. In 
Wg. Id ist der analoge Querschnitt AA* dargestellt mit einer 
zusatziichen Polymerschicht 8, die zur Ausbildung von Mi- 
50 krokompartments oder Distanzringen an den Arraypositio- 
nen mit den Ringelektroden 3a und 3a' dienen. 

In Fig. 2 sind einzelne Arraypositionen 4 mit verschiede- 
nen Anordnungen der Ultramikroelektroden und Hilfselek- 
iroden dargestellt Fig. 2a zeigt im Detail ein Paar ringior- 
55 mige Ultramikroelektroden 3a und 3a 1 mit den Ableitungen 
6 auf einer Arrayposition 4. In Fig. 2b sind ringformige 
Bandclcktrodcn 3a und 3a' sowie 3c angeordnet und zusatz- 
lich eine zentrale kreisfbrmige Hilfselektrode 3b im Zen- 
trum dieser Bandelektroden Fig. 2c zeigt im Detail ein Paar 
60 Ultramikroelektroden 3 und 3' mit den Ableitungen 6 auf der 
Arrayposition. Fig. 2d zeigt 2 Paare interdigitaler Ultrami- 
kroelektroden unterschiedlicher Geometrie mit schmalen 
Hektrodenstrukturen 3 und 3* und vergroBerten Strukturen 
3d und 3d* mit individuellen Ableitungen 6. In Fig. 2e ist ein 
65 interdigitales Ultramikroelektrodenpaar 3 und 3' mit 2 me- 
tallischen Hilfeelektroden 3e und 3e' angeordnet Fig. 2f 
zeigt ein Paar interdigitaler Ultramikroelektroden 3 und 3' 
und zwei rlachige Hilfselektroden 3f und 3f , die von der iso- 
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tierenden Schicht 5 bedeckt sind. In dieser Abdeckung 5 
sind punktforrnig aktivc Elcktrodcnflachco 9 frcigclcgt, die 
parallel geschaltet sind. In Fig. 2g ist ein interdigitales Hek- 
trodenpaar 3g und 3g' mit analogern Aufbau wie die Elektro- 
den 3f und 3f dargestellt. Die punktfonnigen Elektroden 9 
sind entsprechend der Rngerstruktur elektrisch rniteinander 
verbunden. Fig. 2b ist ein Paar ttachiger Elektroden 3h und 
3h' angeordnet, die eben falls von einer Abdeckschicht 5 be- 
legt sind, und Offnungen mil aktiven punktfonnigen Elek- 
troden 9 aufweisen. In fig. 2i ist ein maanderformiges Elek- 
trodenpaar 3i und 3i* mit einer flachigen Hilfselektrode 3j 
kombiniert. 

In Fig. 3 ist ein Array mit Paaren von interdigitaleu Ultra- 
mikroelektroden gezeigt, wo Adressierung und Steuerung 
derElektrodenpolarisation durch CMOS-Schalter 12, 13 im 
Siliziumchip 1 an jedem einzelnen Interdigitalsystem 3 und 
3' angeordnet sind. Die flussigkeitsdichte Abdeckung 7 liegt 
iiber dieser Scbalterebene. Die Ableitungen 6 in der Ebene 
der Ultramikroelektroden fuhren an den Stellen 12a und 13a 
durch Ofthungen in der isolierenden Abdeckschicht 7 (Fig. 
1) zu der Ebene der CMOS-Schalter. Von einer auf dem Si- 
lizium-Chip angeordneten elektronischen Adressiereinheit 
10 werden die Adressleitungen 14 und 15 bzw. 16 und 17 
angesteuert. Die Schalter 12 zeigen die aktivierte Stellung 
beirn Auslesen einer Spalte von Ultramikroelektroden-Paa- 
ren. Die adressierten Ullraniikroeleklroden sind mil den 
Mefileitungen 18, 19 verbunden. Die Leitungen 18, 19 fuh- 
ren zu einem Leseverstarker 11. Die Schalter 13 sind in Ru- 
nes tellung, die nicht adressierten Ultramikroelektroden sind 
mit den Bias-Leitungen 20, 21 verbunden. 

In Fig. 4 ist ein Sensor- Array mit Paaren von interdigita- 
len Ultramikroelektroden gezeigt, das der Anordnung nach 
Fig. 3 entspricht. Die oval umrandeten Bereiche 22, 23 sind 
elektronische Schaltungen mit Integratoren als MeBwert- 
speichern, welche die Strom werte der benachbarten Ultra- 
mikroelektroden 3, 3' speichem. .In den Gebieten 23 wird 
iiber die Adressleitungen 16, 17 das Signal zur Durchfuh- 
rung der Integration angelegt und die Ultramikroelektroden 
rnit den Bias-Leitungen 20, 21 verbunden. In den Bereichen 
22 ist durch die Signale der Adressleitungen 14, 15 die Aus- 
gangsspannung des Integrators an die Mefileitungen 18, 19 
gelegt. 

In Fig. 5 ist in Silizium Is als planarem Trager eine 
CMOS-Wanne 24 mit Source 25 und Drain 26 integriert. Ein 
Gate und Leiterbahnen aus Polysilizium 31 verbinden zu- 
sammmen mit CMOS-Aluminium 27 im CMOS-Pielektri- 
kum 28 die chipintemen Elemente. Ebenfalls mittels Alumi- 
nium ist die Source 25 mit der Goldelektrode 30 durch eine 
fliissigkeitsdichte SiHziumnitrid-Passivierung 29 hindurch 
elektrisch verbunden. Im Kreuzungsbereich 32 kreuzen sich 
z. B. Leiterbahnen wie die Adressleitungen 15 mit MeBlei- 
tung.l8gemaBFig.4. 

Ausfuhrliche Erfindungsbeschreibung/bevorzugte Anord- 
nungen 

Fur die Konstruktion des clcktrischcn Scnsorarrays wer- 
den planare Trager bzw. Substrate aus verschiedenen Mate- 
rialien verwendeL Ein besonders giinstiges Material ist Sili- 
zium, weil mit den eingefuhrten technologischen Methoden 
der Halbleiterfertigung die erfindungsgemaBen Ultramikro- 
elektrodenarrays in Dunnfilmtechnologie und in Waferpro- 
zessen hergestellt werden konnen. Diese Methode ist varia- 
bel und preisgunsrjg, wenn Arraypositionen mit geringer 
Dichte, d. h. ca. 10-30 Arraypositionen pro elektrisches 
Sensorarray hergestellt werden sollen, so daB wie in Fig. 1 
dargestellt, die Ultramikroelektroden durch isolierte direkte 
Kontaktierung mit Kontaktflachen am Rand der Chips ver- 
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bunden werden. 

Wcnn zur Anstcuprung der individucllcn Positioncn des 
Sensorarrays Steuerung und Schaltung so wie Auslesung der 
einzelnen Positionen zusatzliche elektronische Elemente 
5 wie Transistoren, Dioden, Widerstande und Kondensatoren 
. integriert werden, wie in Fig. 3 und 4 dargestellt, ist die Si- 
liziumtechnplogie unerlaBlicb. Silizivim als planares Irager- 
element wird insbesondere auch dann verwendet, wenn 
mehr als ca. 60 Arraypositionen pro Sensorelement oder 
io eine sehr dichte Anordnung dieser Positionen erreicht wer- 
den soil. 

Im Falle direkter eleklrischer Kontaktierung ist die Ver- 
wendung von Glas und glasahnlichen Substanzen sowie Ke- 
ramik und auch den besonders verschiedenen Arten von Po- 

15 lymeren als planare Trager moglich. Alle Substrate mussen 
dabei die Eigenschaft aufweisen, daB metallische Leiterbah- 
nen und die strukturierten Ultramikroelektroden auf ihnen 
haftfest aufgebracht werden konnen. Das halbleitende Sili- 
zium wird durch dunne Schichten aus Siliziumdioxid oder 

20 Siliziumnitrid oder deren Gemische isoliert Auf den Einzel- 
positionen des elektrischen Sensorelements werden die Ul- 
tramikroelektroden und bedarfsweise Hilfselektroden oder 
Hilfsflachen aus Metallen durch Aufdampfen oder Aufsput- 
tern von Edelmetallfilmen wie Gold, Platin oder Iridium 

25 aufgebracht und Ublicherweise durch photolithographische 
Prozesse und/oder NaB- bzw. Trockenatzen strukluriert. Mil 
Hilfe diinner Haftschichten aus Chrom oder Titan oder Tan- 
tal oder anderen ahnlichen Metallen wird die Ilaftung dieser 
Edelmetalle zum planaren Substrat verbessert In besonde- 

30 ren Ausfuhrungsformen werden nm-strukturierte Ultrami- 
kroelektroden in die Isolatorschichten eingelegt und damit 
zum Zwecke hoher Chipausbeuten und KurzschluBfestig- 
keit planarisiert. 

Die fur die Detektion verwendeten Ultramikroelektroden, 

35 gemaB Fig. 2 sind mindestens paarweise angeordnet und 
konnen als interdigi tale Rings trukturen 3a, 3a 1 , 3b, 3c, als tn- 
terdigitale S trukturen verschiedener Cjeometrien 3, 3\ 3d, 
3d', 3g, 3g* in einfacher oder mehrfacher Ausfuhrung oder 
auch als MSander 3i, 3i' angeordnet sein. Sie konnen zusam- 

40 men mit Hachen diskfonniger Ultraiiukroeleklroden sowie 
auch zusammen mit Hilfselektroden in verschiedensten 
Kombinationen benutzt werden. 

Die bandfbrmigen Elektrodens trukturen, die paarweise 
als kreis- oder spiralformige oder interdigitale oder maan- 

45 drische Anodnungen ausgefuhrt sind, werden bevorzugt fur 
das Redox-Recycling als Detektionsverfahren benutzt und 
photolithografisch in Dimensipnen zwischen 200 nm und 
800 nm gefertigt, sind aber prinzipiell auch sowohl in gro- 
Beren als auch in kleineren Dimensionen geeignet 

50 An aloge E] ektrodenstrukturen unter 500 nm S trukturbrei- 
ten, bevorzugt zwischen 100 und 300 nm, werden zur mar- 
kerfreien Detektion der Affinitatsbindung groBer Molekule 
an die elektrodengebundenen Fangermolektile mittels Impe- 
danzspektroskopie geferligL 

55 Eine besondere Eigenschaft der bandformigen paarwei- 
sen Ultraniikxc>elektroden-S trukturen und auch der in groBer 
Nahc angeordneten zusatzlichcn Elektroden ist die Erzcu- 
gung hoher elektrischer Felder mit Feldstarken bis zu meh- 
reren Megavolt pro m mit relativ geringen Spannungen von 

60 typischerweise 0,5 bis 20 V. Die elektrischen Felder zwi- 
schen sub-jim-Elektroden verlaufen nur in allernachster 
Nahe der Elektroden und durchdringen damit bevorzugt die 
aufliegenden Molekiilschichten, erf ass en aber vergleichs- 
weise wenig von der umgebenden Elektrolytlosung. 

65 Dies wiederum gestattet, einen elektrophoretischen 
Transport von Molektilen schon mit Spannungen von weni- 
gen Volt und damit einem erheblich niedrigeren Spannungs- 
bedarf als bei den sog. Makroelektroden mit Abmessungeh 
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typischerweise uber 10 urn zu realisieren. Auch durch ho- 
here Spannungcn hervorgcrufene storeode Vorgangc wie 
Elektrolyse, pH-Gradientenerzeugung u. a. werden auf 
diese Weise reduziert oder verhindert. 

Bei mehrfacher Anordnung paarweiser Ultramikroelek- * 
troden, wie in Fig. 2b gezeigt, ist eine wahlweise Felderzeu- 
eune zwischen den verschiedenen Hlektroden moghch. 
Auch die Moglichkeit von Differenz- oder Briickenschal- 
tungen bei der elektrochernischen Detektion ergibt meBtech- 
nische Vorteile zur Kompensation von Storungen. So sind 10 
die in Fig. 2d dargestellten zwei Paare interdigitaler Ultra- 
mikroeleklroden mil unlerschiedlichen Geoinetnen fur Dif- 
ferenzschaltungen auf Grund unterschiedlicher Detektions- 
eigenschaften, wie die Amplifikationsrate beim Redox-Re- ^ 

cyling, geeignet _e t i, 

Auch unterschiedliche organische Beladungen erfullen 
diesen Zweck einer Differenzmessung. Mittels Abdeckung 
* eines Paares durch galvanische Abscheidung von nicht belt- 
asssembling-Monoschichten ausbildenden Metallen, wie 
z B Nickel 6. a., wird eine Immobilisierung verhindert 20 
Auch nachtragliche individuelle Entfernung der Immobili- 
sierungsschicht auf einer Elektrode 7. B. durch Desorption 
einer Self-assembling-Schicht mittels elektrischer Oxida- 
tion auf einem dieser Elektrodenpaare kann fur solche Dif- ^ 
ferenzmessungen genutzt werden. 

Die Erzeugung 1-2 urn groBer punkUonmger Ullrami- 
kroelektroden 9 auf den in der iibrigen Flache isolierten Ar- 
rays, wie in Fig. 2f, 2g und 2h dargestellt, dient optimaler 
hemispharischer Diffusion von elektrodenaktiven I^ikeln 
zu den Elektrodenflachen. Diese hemisphansche Diffusion 30 
bewirkt an den punktformigen Elektroden eine rnenr als 
zehnfach hohere Stromdichte pro Flache sowohl bei der De- 
tektion als auch bei der Applikation von elektnschen Fel- 
demverglichenmitMakroelektroden. . 

In einer besonderen Ausfuhrungsform konnen diese 35 
punktformigen Elektroden wie auch die bandformigen Elek- 
troden gemafi Fig. 2a, 2b, 2c, 2d, 2e, 2f, 2h und 2i von einer 
dttnnen Isolatorschicht auf einer oder beiden Elektroden ei- 
nes Paares bedeckt sein und damit ein besonderes Meflele- 
ment zur Kapazitalsmessung iiiunobilisierter oder an die 40 
Oberflache anbindender Molekule darstellen. Gleicherma- 
Ben ist durch solche Isolierung eines von zwei Paaren von 
Ultramikroelektroderi eine Differenzmessung moglich. 

Die Kombination eines Ultrarrukroelektrodenpaares mit 
flachenformigen Hilfselektroden wie in Fig. 2e dargestellt, 45 
wird verwendet zur VergroBerung metallischer Bindungsfla- 
chen zur Immobilisierung von Molekiilen. Gleichzeitig kon- 
aen diese Hachen wie 3e und 3e\ aber auch zur Applikation 
von elektrischen Zusatzfeidern benutzt werden, urn bei- 
spielsweise Molekule in die Nahe der Detektionselektroden 50 
3 und 3' zu transportieren oder bei der Beseitigung von un- 
erwUnschten Molekiilen FeldunterstUtzung zu enn5glichen. 
In Fig. 2f ist die Kombination eines interdigttalen Ultrarni- 
kroeleklrodenpa^esniit Hilfselektroden 3f,3f gezeigt, die 
: mit den beschriebenen punktformigen Hektroden besetzt 55 
sind. Dabei werden die fur band- und punktformige Elektro- 
den vorstehend beschriebenen untcrschiedlichcn Eigen- 
schaften der Ifltrarnikroelektroden kombiniert 

In einer besonderen Ausfuhrungsform, wie in Fig. 2h dar- 
gestellt, werden flacbenformige Elektroden mit ultrarrnkro- 60 
eletooder^drmigen Punkten 9 besonders zur Anwendung 
fur die Impedanzspektroskopie benutzL Dabei konnen im- 
mobilisierte Molekule sowohl uber den gesamten Elektro- 
denflachen oder in den Zwischenraumen oder auf den akti- 
ven Elektrodenoberflachen spezifiscb gebunden sem. In ei- 65 
ner anderen AusfUhrungsvariante werden die Molekule auf 
den vorgenannten dunnen Isolatorschichten Uber den Elek- 
troden immobilisiert 



Weitere Kombination von Elektrodenformen und damit 
dcrcn Eigenschaften wie z.B.'dic Doppclanordnung der 
Elektrodenpaare 3, 3' oder die Kombination von 3a, 3a mit 
3e, 3e' oder 3e, 3e' mit 3g, 3g' und aridere and dabei mog- 

U °Bne besondere Ausfuhrungsform sind die ringformigen 
Utramikroelektroden 3a, 3a' in Fig. 1, 2a und 2b die im 
Prinzip analoge Eigenschaften wie die Paare interdigitaler 
Mikroelektroden 3 und 3' zeigen, aber effektiver die Ausnut- 
zune der Sensorarrayflache gestatten und die AppukaUon 
zentraler 3b und aufierer Hilfselektroden 3c ermoghchen, 
die fur Feldverteilung und Felderzeugung von Bedeutung 
sind Mit letzterer Anordnung laBt sich ein ka&gahnliches 
Feld iiber z. B. zeitweise inaktiven Elektroden 3a, 3a* erzeu- 
gen und gezielt Molekule in diesen Bereich hereinzieher* 
oder abstoBen. ■ , 

Die in Fig. 2i dargestellten maanderformigen Elektroden 
3i und entsprechen in ihren Eigenschaften den ringformi- 
gen- und den interdigitalen Bandelektroden und konnen 
ebenso mit den Hilselektroden 3j fur Differenzmessungen 
oder zur Felderzeugung kombiniert werden. 

Eine spezielle, nicht in den Abbildungen dargestellte 
Form bandformiger Elektroden ist die spiralformige Anord- 
nung der Ultxarnikroelektroden, bei denen parallele ElekU-o- 
denbander von auBen nach innen oder von innen nach auBen 
laufen und zu getrennten KontakUeitungen fiihren. Auch die 
spiralfdrmigen Ult^rdkrc>elektroden konnen wieder jnehr- 
fach als Paare mit unterschiedlichen Ceometrien kombiniert 
werden, gegebenenfalls auch mit zusatzUchen HUfselektro- 
den, entweder flachenformig oder entsprechend 3b und 3c. 

Sowohl die ringformigen als auch die kreis- und spmuTor- 
migen Ultramikroelektroden konnen in Analogie zur Fig. 2g 
mit punktformigen Ultramikroelektroden zusatzlich struktu- 
riert sein und weisen dann auch analoge.Eigenschaften aut. 

Eine besondere Ausfuhrungsform der Ultrarm^roelekto>- 
denarrays entsteht nach Anspruch 7 dadurch, daB auf den 
einzelnen Positionen bandformige Hektroden, wie in Fig. 
2a, 2b 2c, 2d oder 2i, oder flacheiifonnige Elektroden ana- 
log Fig. 2e, mehrfach ubereinander gestapelt werden und 
die dann von isolierenden Zwischenschichten wie SiHzium- 
dioxid, SiUziumnitrit, SiHziumoxinitrit voneinander isoliert 
sind. Dazu wird das Aufdampfen von Metallen und die 
PECVD-Abscheidung der Isolatorschichten kombiniert 
Diese gestapelten Elektroden sind typischerweise 
10 200 nm dick und bewirken an den Schnittkanten eines 
solchen Stapels, der von einem Isolationsmatenal bedeckt 
ist, ein TJltramikroelektrodenverhalten, wo allerhochste An- 
nahenmg der Elektroden und die Erzeugung ultrahoher 
Feldstarken erreicht werden. Die einzelnen Schichten wer- 
den bei dieser Anordnung unter einer isolierenden BedeK- 
kung seitlich zu Kontaktflachen einzeln und individuell her- 
ausgeftlhrt. . ^ . , 

Mnzipiell ist es auch mogUch, die in Fig. 2 gezeigten und 
vorstehend beschriebenen Ullramikroeieklroden und Hilfs- 
elektrodenstrukturen mit metallischen Hachen zu kombime- 
ren, die keinen elektrischen AnschluB tragen. Sie dienen 
dann z. B. als Arealc zur Immobilisierung von affinitatsbin- 

denden Molekiilen. . . J . - f . „ 

Die Ultramikroelektroden einer einzelnen Arrayposition 
werden mit metallischen Gesamtflachen von typischerweise 
100-30 000 pm 2 ausgefuhrt und gestatten es daher, Array- 
positionen mit sehr kleinen Abmessungen zu konstruieren, 
wobei die Abstande der Arraypositionen typischerweise den 
Abmessungen der aktiven Elektrodenflachen von 30 pm bis 
300 urn entsprechen, aber auch wesentlich groBer oder klei- 
ner sein konnen, wenn Applikationen dies erfordem 

Wie in Fig. Id dargestellt, werden fiif spezielle Anwen- 
dungen, dies sind insbesondere quanUtative voltametnsche 
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MeBverfahren wie das Redox-Recyling, die Arraypositio- 
ncn durch volumcnscparicrcndc Mikrokompartmcnts von- 
einander abgetrennt. Im Falle qualitativer Detektion, wie lo- 
kaie Irnpedanzspektroskopie an sensorgebundenen Fanger- 
molekulen ist die Volumenseparierung in der Regel nicht er- 5 
forderlich. 

Volumenkompartimentierte Mikxoareale werden auch 
dann benutzt, wenn Reaktionen und Molekulimrnobilisie- 
mngen auf individuellen Airaypositionen ausgefiihrt wer- 
den sollen. Falls die Detektion dies erfordert, konnen diese io 
Kornpartments wahlweise nach ausgefUhrten Immobilisie- 
rungsreaktionen wieder entferni werden. Danrit enstebt ein 
ideal plan ares Sensorarray, das hornogen sowohl fur Analyt- 
als auch Reagenzldsungen zuganglich ist. 

Mittels Stempel-, Piezo oder Tintenstrahltechnik oder 15 
anderen Spottingverfahren, wie Mikrokapillardosierung 
konnen die zu immobilisierenden Molekiile ebenfalls auf . 
den Sensorarrayflachen ohne Kompartimentiemng lokal po 
sitioniert werden. 

Die zu immobilisierenden Fangermolekiile selbst werden 20 
nach bekannten Verfahren fiber bifunktionelle Reagenzien 
z. B. Alkyloxisilane mit verschiedenen funktionellen Grup- 
pen wie Halogen-, Amino-, Thioester- und Aldehydgrup- 
pen, Succinimid-, Carbodiirnid- und andere gebrauchliche 
Kopplungsgruppen [H. G. Baumert and H. Fasold, Methods 25 
in Enzymology, Vol. 172, p. 5841 an die Oberflachen der 
planaren Tragerelemente wie z. B. Siliziumdioxid, Glas, 
Keramik oder. Poly mere oder auch an die Wandungen der 
Si- oder polymeren Mikrokompartments gebunden. 

Eine bevorzugte Immobilisierungsform ist die Nutzung 30 
der Gold- und Platinoberflache als Immobilisierungsareal 
furThiolderivate von Fangermolekfilen, die sog. selbstorga- 
nisierende molekiilare Monolayer auf diesen gut definierten 
Elektrodenoberflachen ausbilden [S. D. Evans et al., J. 
Amer. Chem Soc. 113 (1991) 5866]. 35 

Tn einer anderen Ausfuhrungsform werden die im ganzen 
mit Self-assembling-Schichten auf den Elektroden belegten 
Arraypositionen teilweise wieder gereinigt. Molekule, die 
sowohl auf Detektions- als auch Hilfsflachen gemeinsam 
auf den MetaUoberflaehen . inuiiobilisierl wurden, konnen 40 
durch Applikation elektrischer Felder gezielt von den De- 
. tektorelektroden wieder desorbiert werden. Durch elektri- 
sche Potentiale wird die Desorption von Thiolen erreicht^ so 
daB die Detektionselektroden frei von Beschichtungen wer- 
den. Sie konnen dann Produkte detektieren, die z. B. auf an- 45 
deren Flachen der Sensorarrayposition, wie den metalli- 
schen Hilfsflachen gebildet werden. 

Altemativ zu den vorstehend beschriebenen Thimobiii- 
sierungen von affinitatsbindenden Molekiiien auf den Elek- 
troden oder Hilfselektroden oder metallischen Hilfsflachen 50 
bzw. den Wandungen oder anorganischen Teilflachen der 
einzelnen Sensorareale konnen diese afiinitatsbindenden 
Molekiile wahlweise auch tlber den Sensorpositionen ange- 
ordnet und dazu an pariikularen oder gelarligen TViigern ge- 
bunden werden. In dieser Form ist es moglich, die Produkte 55 
der Enzymmarker von biochemischen Assays, die an kugel- 
formigcn oder partikclfbrmigcn Polymeren oder metalli- 
schen oder mineralischen Partikeln gebunden sind, in den 
o. g. Mikrokompartments anzuordnen oder mechanisch, 
beispielsweise durch EinschluB zu fixieren. Auch die Fixie- 60 
rung magnetischer Tragerpartikel in den Mikrokompart- 
ments durch Magnete unterhalb der Chips ist geeignet, un- 
terschiedliche Sensorarraypositionen zu beladen. 

Auch das Einbringen von Gelen mit inkorporierten affini- 
tatsbindenden Molekiiien oder Molekulkomplexen in den 65 
Mikrokompartments oder iiber die gesamte Sensorflache ist 
m5glich. Solche Gele konnen tiblicherweise durch Diffu- 
sion oder elektrisch unterstiitzte Diffusion wie bei der Gel- 
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elektrophorese mit biochemischen Assays oder Assaykom- 
poncntcn bcladcn werden. Durch die Anordnung mchrcrcr 
Otramikroelektroden an jeder Arrayposition ist dies im Ge- 
gensatz zu anderen beschriebenen Verfahren an jeder einzel- 
nen Sensorarrayposition unabhangig moglich. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform werden die an der 
Arrayoberflache immobilisierten Molekiile partiell in den 
KompartmenLs oder hornogen fiber die gesamte Sensorar- 
rayflache mit jeinem diffusiblen Hydrogel bedeckl. Das Gel 
wirkt als Schutzschicht oder erieichtert den Molekultransort 
durch Elektrophorese, 

Die Anordnung ininiobitisierter biocheinischer Assays an 
Partikeln oder in Gelen fiber den Elektroden wird dadurch 
moglich, daB DetektionsYerfahren wie das Redox-Recyc- 
ling, die niedermolekularen von den Assays produzierten 
und. an die Elektroden diffundierenden Enzymprodukte 
messen, solange die Wassereinlagerung in den Gelen oder 
Zwischenraumen zwischen Partikeln eine Diffusion gestat- 
ten. Das Redox-Recycling selbst ist durch die geringen Di- 
stanzen zwischen den Ultrami kroelektroden dadurch ausge- 
zeichnet, daB aufliegende Partikel oder Gele solche Detek- 
tionen nicht storen, da sie vorzugsweise in oder nahe der 
molekularen Doppelschicht, die durch Polarisation an den 
Heklrodenoberflachen entsteht, verlaufen. In gleicher Weise 
ist auch eine inipedimetrische Detektion an den Ultramikro- 
eleklroden im Gegensalz zu ublichen Verfahren, die weit 
voneinander entferate Elektroden nutzen [V. M. Mirsky et 
al. Biosensors & Bioelectronics 12,9-10 (1997) 977] weit- 
gehend partikelunabhangig. Bei Ulu^mikroelektroden mit 
einem Elektrodenabstand von 200 nm und ca. 1 um langen 
DNA-Molekulen, die an deren Oberflache in groBter Nahe 
zueinander affinitatsgebunden sind, verlauft das elektrische 
Feld zwischen 2 Bandelektroden im wesentlicheh durch die 
Molekiile selbst, wobei weiter entfemte Partikel ebenso wie 
der Grundelektrolyt in der Losung wenig EinfluB haben. 

Ein besonderes Merkmal der Erfindung ist die individu- 
elle Konu-olle elektrochernischer Prozesse zur Detektion an 
jeder einzelnen Arrayposition unabhangig in der Weise, daB 
durch elektrisches Auslesen und damit verbundenes Schal- 
len diese Prozesse nicht gestort werden. ErfindungsgemaB 
wird dies dadurch erreicht, daB die Elektrodenpolarisation 
wie sie beispielsweise fur das voltametrische Redox-Recyc- 
ling benotigt wird, an alien Arraypositionen individuell er- 
zeugt werden muB. Dies ist problemlos durch Multipoten- 
tiostaten mit direkten Leiterbahnen zu jeder Chiparrayposi- 
tion und jeder Einzelelektrode simultan und parallel mog- 
lich [R. Hintsche et al. Biosensors & Bioelectronics 9 
(1994) 697 J. Da auf diese Weise die Zahl der moglichen Ar- 
raypositionen sehr durch den elektronischen AufWand beim 
MeBgerat begrenzt ist und auch durch die Zahl der T>eiter- 
bahnen limitiert ist, werden erfindungsgemaB die einzelnen 
Detektorelektroden seriell, d. h. nacheinander vermessen. 
Vorbedingung ist dabei, daB die elektrischen Potentiale zur 
Polarisation fur Anode und Kathode beim Redox-Recycling 
auch dann erhalten bleibt, wenn die Elektroden einzeln 
nacheinander oder in Gruppen mittels individueller Schalter 
an das MeBgerat angcschlosscn werden. 

In der einfachsten Ausfuhrungsform mit direkter Kontak- 
tierung der Elektrodenarraypositionen nach Fig. 1 wird dazu 
ein ASIC benutzt Bezuglich der Messung hat er die Funk- 
tionalitat eines Multiplexers, d. h. die individuell mit dem 
ASIC verbundenen Sensorpositionen werden seriell adres- 
siert und auf einen einzigen Bipotentiostaten zur Auslesung 
geschalteL Abweichend von einer einfachen Ausfuhrung 
sind jedoch die einzelnen Schalter des Multiplexers nicht als 
Ein-Aus-Schalter sondern als Umschalter ausgelegt. Im 
nicht adressierten Zustand verbinden sie die Sensorpositio- 
nen mit einer Biasspannung, die der Aufrechterhaltung der 
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Elektrodenpolarisation wahrend des Nichdesezustands 

dicnt. t 

In einer komplexeren Ausfuhrungsvanante wird die sto- 
rungsfreie Umschaltung eines groBeren Arrays von Sensor- 
elektroden erfindungsgemaB, wie in Fig. 3 dargestellt, da- 
durch erreicht, daB neben iibtichen Adress- und MeBleitun- 
gen, wie sie fur elektronische Speicher seit langem verwen- 
det werden, zusatzliche potentialfuhrende l^eitungen, soge- 
nannte Biasleitungen angeordnet werden. Die Adressierung 
wird dabei von einem Adressierelement, das auBerhalb des 
eigenttichen elektrischen Sensorarrays entsprechend Detail 
10 in Fig. 3 angeordnet sein kann, tiber die Adressleitungen 
14/15 und 16/17 ausgefuhrt werden. Die MeBleitungen 18 
und 19 in Fig. 3 und die Biasleitungen 20 und 21 werden da- 
bei von speziellen Leseverstarkern 11 ausgelesen, die eben- 
falls auBerhalb des eigentlichen elektrischen Sensorarrays 
angeordnet sind Durch die MeBleitungen 18 werden dabei 
alle Elektroden 3 auf den unterschiedlichen Sensorarraypo- 
sitionen erfaBt und gemessen, wahrend die MeBleitung 19 
alle Interdigitalelektroden 3' in Fig. 3 messen kann. In ana- 
loger Weise konnen alle Elektroden 3 von der Biasleitung 21 
mit der gleichen Polarisadonsspannung, die z.B. fur die 
Oxidation einer zu detektierenden Molekiilart erforderlich 
ist, versorgt werden. In gleicher Weise konnen alle Elektro- 
den 3' durch die Biasleitung 20 mit dem Potential fUr die 
Elektrodenpolarisierung, das fur eine Reduktion notwendig 
ist, versorgt werden. Die an jeder Sensorposition integrier- 
ten Umschalteihrichtungen 12 und 13 bewirken dabei die 
Umschaltung zwischen Lese- und Nichdesezustand. Beim 
Lesezustand wird die ablaufende elektrochemische Reak- 
don meBtechnisch uber die MeBleitungen erfaBt und gleich- 
zeidg mittels des Muldpotendostaten gesteuert Im Nichde- 
sezustand werden die elektrochemischen Vorgange, z. B. 
Oxidadon oder Reduktion, durch die Biasleitungen 21 fur 3 
und 20 fur 3' kondnuierlich mit den Poiarisationsspannun- 
gen versorgt und kontrolliert. Die Schaltelemente 12 und 13 
werden z. B. mit konvendoneller CMOS-Technologie mit 
Ublicher Halbleitertechnologie in Siliziumwafern an jeder 
Arrayposition lokal angeordnet ttber diesen integrierten 
CMOS-Schallem, an die MeB-, Bias- und Adressleitungen 
gefuhrt werden, befindet sich eine flussigkeitsresistente Iso- 
lationsschicht, z. B. aus Siliziumoxinitrit, wahlweise in 
Kombination mit Siliziumdioxid. Der Kontakt zwischen den 
Schaltelementen 12 und 13 und den individuellen Elektro- 
den 3 und 3', die in der beschriebenen Dunnfilmtechnologie 
auf dieser Isolationsschicht durch HektronenstraWverdamp- 
fen oder Sputtern und ahnliche Prozesse aufgebracht wer- 
den, wird durch eine senkrechte Durchkontaktierung zur 
CMOS-Elementebene im Silizium erzeugt AUe Strukturen 
oberhalb dieser flussigkeitsresistenten Isolationsschicht ent- 
sprechen den in Fig. 1 und 2 dargesteUten Details mit dem 
Unterschied, daB die in Fig. 1 gezeigte direkte Kontaktie- 
rung durch Leiterbahnen entfallt. Die besondere Konstruk- 
don der integrierten CMOS-Schalleinrichtungen 12 und 13 
ermoglicht es, das Umschalten vpm Lese- in den Nichdese- 
prozeB fur die interdigitalen Ultramikroelektroden ohne 
HnfluB zu rcalisicrcn. Dies ist notwendigc Voraussctzung 
fur den gesamten meBtechnischeh ProzeB, da sich durch die 
Elektrodenpolarisadon an der Elektrodenoberflache eine 
elektrochemische Doppelschicht ausbildet, die als eine Art 
chemisches Gedachtnis wahrend des Schaltprozesses erhal- 
ten bleiben muB. 

Der Umschaltprozess dauert nur Mikrosekunden, so daB 
wahrend dieser Teit die Elektrodenkapazitaten als Span- 
nungsspeicher wirken. Danach ist die Versorgung der Elek- 
troden mit Polarisadonsspannung von den MeBleitungen 18 
und 19 auf die Biasleitungen 20 und 21 umgeschaltet 
In Kg. 3 stellen die schwarzen Vollkreise 12 diejenigen 



Schaltelemente dar, die im Lesezustand von den MeBleitun- 
gen 18 und 19 mit der Polarisadonsspannung versorgt wer- 
den und durch diese Leitungen auch mit den Leseverstar- 
kern zur Detekdon des elektrochemischen voltametrischen 
5 oder impedimetrischen Ereignisses verbunden sind. Die 
Adressierung vom eiektronischen Element 10 erfolgt dabei 
reihenweise, so daB sich, wie schemadsch dargestellt, meh- 
rere Sensorarraypositionen im I^se7Aistand befinden. Sie 
konnen durch das meBtechnische Element mit Leseverstar- 
10 kern 11 nacheinander, init einem Leseverstarker oder paral- 
lel mit zwei Leseverstarkern ausgelesen werden bzw. der 
elektrochemische Vorgang verfolgt werden. Die reihen- 
weise Adressierung durch die Adressleitungen 14 und 15 er- 
laubt eine beUebige Verlangerung dieser Reihe adressierter 
15 Arrayposidonen und beliebig viele Elemente, die jeweils 
wieder durch die MeBleitungen nacheinander oder parallel 
durch Leseverstarker ausgemessen werden konnen. Nach 
Beendigung des MeBereignisses an dieser senkrechten mit 
schwarzen Schaltelementen dargesteUten Reihe von Senso- 
20 rarrayposidonen kann die benachbarte senkrechte Reihe mit 
den bisher inakdven Schaltelementen 13 durch die beiden 
Adressleitungen 16 und 17, die jeweils die Elektroden 3 
oder 3' ansteuem, in die MeBposidon wie vorstehend be- 
schrieben umgeschaltet werden. Dies geschieht, nachdem 
25 die vorher in Lesezustand befindliche Reihe auf den Nicht- 
lesezusland umgeschaltet wurde. So forlschreilend kann 
einzeln oder in Reihen jede Sensorarrayposidon wie in der 
Speichertechnik ubdeh, adressiert und ausgelesen werden. 
Diese MeB-, Bias- und Adressleitungen konnen in der Silizi- 
30 umebene durch eine sog. Mehrlagenverdrahtung realisiert 
werden, wie sie in der SiUziumtechnolOgie fiir elektronische 
Bauelemente iiblich ist. 

In einer anderen spezitlschen Ausfuhrungsform, die in 
Fig. 4 schemadsch dargestellt ist, werden die elektrischen 
35 Sensorarrays zusatzlich neben den CMOS-Schalteinrichtun- 
gen 12 und 13 zoisatzlich mit weiteren integrierten Elemen- 
ten zur Auslesung, Verstarkung und gegebenenfalls zur Zwi- 
schenspeicherung ausgertistet Dabei wird der Lesezustand, 
wie vorstehend zu Fig. 3 beschrieben, in gleicher Weise 
40 durch die Adressierleitungen 14 und 15 besdmint und die 
ubrigen Arrayposidonen mit den Adressleitungen 16 und 17 
uber die Biasleitungen 20 und 21 kontrolliert und durch die 
MeBleitungen 18 und 19 ausgelesen. In den eiektronischen 
Elementen 22 und 23 in Fig. 4 sind an jeder Arrayposidon 
45 und an jeder individueUen Elektrode 3 und 3 f elektronische 
Verstarker angeordnet. Dabei wird an der Arrayposition di- 
rekt das elektrochemische MeBsignal, was durch die Elek- 
trodenprozesse generiert wird, uber Vorverstarker verstarkt 
und kann dann entsprechend Fig. 3 uber die MeBleitungen 
50 1* und 19 im adressierten Zustand ausgelesen werden. Bei 
dieser Verfahrensweise sind die nichtadressierten Lesever- 
starker in den eiektronischen Elementen 23 ohne Funktion. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform werden in die eiek- 
tronischen eemente 22 und 23 zusatzlich elektronische 
55 Speicher integriert. Da der elektrochemische ProzeB durch 
die konstant erhaltene Elektrodenpolarisation auch in den 
Zcitcn ablauft, in denen sich Elcktrodcnarraypositioncn im 
Mchdesezustand beiinden, wird diese Zeit genutzt, urn uber 
die Leseverstarker das in den Ultramikroelektroden gene- 
60 rierte Signal in einem eiektronischen Zwischenspeicher zu 
akkumulieren und abzuspeichem. Bei dieser Ausfuhrungs- 
form wird das an den Elektroden generierte Signal uber Le- 
severstarker in einen Zwischenspeicher gegeben, der beim 
I^sevorgang iiher die MeBleitungen ausgelesen wird. Da- 
65 nach wird beim Lesevorgang das wahrend der gesamten Zeit 
im Nichdesezustand im Speicher akkumulierte elektroche- 
mische Ergebnis sehr rasch ausgelesen. Es ist bei dieser An- 
ordxrung nicht notwendig, langere MeBzeiten wahrend eines 
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Auslesevorganges in Kauf zu nehmen. Die besondere Kon- 
struktion mit den zusatzlichcn Biaslcitungcn macht dicsc 
Art der MeBwertgewinnung und Zwischenspeicherung 
moglich. Man erreicbt auf diese Weise eine erhebliche Be- 
schleunigung des Ausleseprozesses und eine wesentliche 
Verbesserung des Nutzsignals verglichen mit der Ausfiih- 
rungsvariante in Fig- 3. In der Ausfuhrungsvariante gemaB 
Fig. 4 lassen sich durch die Integration elektronischer Kom- 
ponenten an den einzelnen Arraypositionen auch elektrische 
Sensorarrays mit h5herer Dichte der Arraypositionen (1000 
und mehr) anordnen. 

Typisch fur die integrierlen CMOS-Schalter und elekiro- 
nischen Zusatzelemente unterhalb der Arraypositionen im 
Silizium werden Standardtransistoren wie in Fig* 5 schema- 
tisch gezeigt als CMOS-Wanne 24 mit Source 25 und Drain 
26 angeordnet. Gates und Leiterbahnen aus Polysilizium 31 
verbinden wie auch CMOS-Aluminium 27 im CMOS-Di- 
elektrikum 28 die chipinternen Elemente. Ebenfalls mittels 
Aluminium oder auch Wolfram wird die Kontaktierung der 
chip-internemen Elemente mit den Elektroden an den Sen- 
sorarraypositionen durch eine fliissigkeitsdichte Siliziumni- 
. trid-Passivierung 29 hindurch errreicht Der Kreuzungshe- 
reich 32 zeigt exemplarisch, wie sich Leiterbahnen kreuzen, 
z. B. die Adressleitung 15 mit MeBleitung 18 gemaB Fig. 4. 

Die vorstehend beschriebenen mit verschiedenen elektro- 
nischen Elementen ausgeriislelen eleklrischen Sensorarrays 
eignen sich alle in gleicher Weise fur eine Multianalytmes- 
sung. Wie vorstehend beschrieben, wird die Immobilisie- 
rung unterschiedlicher affinitatsbindender Molekule auf ein- 
zelnen Sensorarraypositionen, z. B. in den Mikrokompart- 
ments, ausgefuhrt, indem durch Mikrodosierung beispiels- 
weise tintenstrahlanaloge Dosiertechnik (z. B. Piezodosie- 
rer) oder Mikrokapillardosierung die Reaktionslosungen zu- 
gefuhrt werden. Es ist ebenso moglich, durch Stempeltech- 
niken individuell auf einzelne Positionen Molekule aufzu- 
bringen, die dann reagieren oder haften. Beispielsweise wer- 
den Selfassembling-Schichten durch sog. Kontaktstempe- 
lung vom Stempel auf die Elektrodenoberflache Ubertragen 
und damit individuell tiber eine Thiol-Goldbindung belegt 

Bei einer anderen Ausiiihrungsfonii wird die Immobili- 
sierung durch aufgesetzte MikrodurchfluBsysteme bzw. 
Stempel fur die Applizierung von niissigkeiten durch Ein- 
und AusfluBofihungen iiber einzelnen Arraypositionen oder 
in Gruppen oder in Reihen erreicht. Die so mit unterschied- 
lichen affinitatsbindenden Molekiilen ausgestatteten Array- 
positionen aller Ausfuhrungsformen werden dann mit einem 
Multianalytgemisch in ihrer Gesamtheit in Kontakt ge- 
bracht. Dies kann durch Tauchen des Sensorarrays in die 
Analytlosung oder durch Einbau in eine DurchfuiBzetie oder 
durch Befiillen von KompartmenLs an den Einzelpositionen 
erfolgen. Die unterschiedlichen affinitatsbindenden Mole- 
kule auf oder uber den Arraypositionen binden durch ihre 
hohe Spezifitat ausschliefilich ihr Zielmoleklil, sofern es im 
Analylgemisch vorbanden ist. Dieser BindungsprozeB 
ebenso wie ein analoger BindungsprozeB an immobilisierten 
Molekiilen in Gelen oder auf Partikeln ist Voraussetzung fur 
den folgcndcn clcktrochcmischcn DctcktionsprozcB. Die 
Verwendung von tragergebundenen Fa^germolekulen er- 
zielt hohe Beladungsdichten in einer Sensorarrayposition, 
da nicht nur die Hachen, sondem das Volumen genutzt wer- 
den. 

Fur das Redox-Recycling werden Enzymmarker verwen- 
det, die entweder mit dem Zielmolekiil an die Sensorarray- 
position eingefuhrt werden oder nach der erfolgten spezifi- 
schen Bindung durch sekundare Bindungsprozesse wie An- 
tikorperbindung, Interkalation, kovalente Anheftung und 
andere gebrauchliche Markierungsreaktionen gebunden 
werden. Die Markerenzyme, die sich nur an Arraypositio- 



nen befinden, an denen die molekulare Erkennungsreaktion 
stattgefunden hat, werden mit cinem clcktrochcmisch inak- 
tiven Substrat z. B. p-Arninophenyiphosphat versetzt, ^las 
dann durch die Enzymreaktion in ein elektrodenaktives Pro- 

5 dukt das p-Aminophenol umgewandelt wird. Im zyklischen 
Prozess einer an Anode und Kathode der bandformigen Ul- 
tramikroelektroden ablaufenden Oxidation und Reduktion 
wird ein Summenstrom ermittelt, der mit der Menge der an 
dieser Arrayposition gebundenen Molekiile streng korre- 

io liert Bezogen auf gebundene Analytmolekille muB die 
Menge eingefiihrten Markerenzyme quantitativ und stochio- 
metrisch sein. Nulzt man die zur Inuuobilisierung herge- 
stellten Mikrokompartments auch zur Volumentrennurig bei 
dieser Art Detektion aus, ist die in jedem Mikrokompart- 

15 ment entstehende Konzentration an elektroaktiven Spezies 
ein quantitatives MaB fur die Zahl der an dieser Arrayposi- 
tion individuell stattgefundenen &kennungsreaktionen. Auf 
diese Weise bedeutet das Fehlen einer elektrochemischen 
Reaktion auch das Ausbleiben des Erkennungsereignisses 

20 und damit die Abwesenheit des gesuchten Analyten an der 
jeweihgen Arrayposition. 

Die von den Enzymmarkem fur das Redox-Recycling er- 
zeugten elektrodenaktiveh Molekule konnen problernlps in 
wasserhaltigen Gelen an die Eiektrodenoberflache diffun- 

25 dieren. Auch aus einer Partikelpackung uber dem Elektro- 
denarray diflundieren sie uber die Hussigkeit zwischen den 
festen Partikeln, wobei im geringen Restvolumen besonders 
rasch eine Konzentrationserhohung herbeigefuhrt wird. 
Da sich der DetektionsprozeB durch das Ultramikroelek- 

30 trodenverhalten nur unmittelbar an der Elektrodenoberrla- 
che abspielt, ist die bestimmende Zone die Elektrodendop- 
pelschicht und wenige Molekiillagen dariiber. Dadurch ist 
die Methode unabhangig von Konvektipn und allein durch 
die Braun'sche Molekularbewegung bestimmt, so daB jegli- 

35 ches aktives Riihreh unterbleiben kann und zum Beispiel 
mit Stop-Flow- Verfahren odergeschlossenen Kammern und 
Mikrokompartments gearbeitet werden kann. 

In einer anderen Ausfuhrungsform, wenn die Mikrokom- 
partments nach erfolgter Immobilisierung wieder entfernt 

40 wurden, erhalt man nur qualitative Aussagen fur die An- 
oder Abwesenheit von Analyten unter der Bedingung, daB 
die Konvektion sich bildender Markerenzymprodukte genu- 
gend unterdruckt wird, z. B. durch ausreichenden Abstand 
der Positionen und stopped flow Analy tik. 

45 In einer weiteren Ausfuhrungsform werden die planaren 
Sensorarrays zur Redox-Recycling-Detektion wieder mit 
volumentrennenden Elementen fur die Arraypositionen ver- 
sehen. Dies kann beispielsweise auch durch das Aufsetzen 
der vorstehend zur Immobilisierung beschriebenen Stempel 

50 erfolgen. Es lassen sich damit Einzelsensorarraypositionen, 
Gruppen von Arraypositionen oder Reihen von Arrayposi- 
tionen separat erf assen und messen. 

Bei einer anderen Ausfuhrungsform, die die elektroche r 
inische Impedanzspeklroskopie als Detektionsmethode ver- 

55 wendet, werden ebenfalls die in Fig. 1, 3 und 4 beschriebe- 
nen Anordnungen der elektronischen Schalt- und Zusatzele- 
mente Wcchsclstrom verwendet Die Spezifitat dieser McB- 
methode und der Abstand der Elektroden in den nm-Dimen- 
sionen machen es moglich, eine solche Reaktion marker&ei 

60 zu vermes sen. 

Zur Messung werden Wechselstrorne mit bestimmter Fre- 
quenz oder Erequenzgemische von 0,1 Hz-1 MHz auf eine 
Biasspannung von vorzugsweise 10-200 mV aufgepragt, 
die in der gleichen Weise wie die Elektrodenpolarisation fur 

65 die voltametrischen Methoden an die Arraypositionen ange- 
legt wird. Bei dieser Detektionsmethode werden Elektro- 
denabstande < 500 nm, bevorzugt 20-200 ran, verwendet. 
Wie bei den Ausfuhrungsvarianten fur das Redox-Recycling 
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werden die auf oder zwischen den Elektrodenoberfladien m 
dcr Sensorarrayposition immobilisicrtcn, affinitatsbindcn- 
den Molekiile mit dem Gemisch verschiedener Analyte zu- 
sammengebracht und die molekulare ErkennungsreakUon 
lauft wie voranstehend beschrieben ab. Mit den durch die 
geringen Elektrodenabstanden erzielbaren staiken elektri- 
schen Feldern von einigen MV/m kann auf jeder Position in- 
dividual vermessen werden, wie die affimtaLsbindenden 
Molekiile die Elektrodenoberflache bedecken. Dies zeigt 
sich entsprechend der Bedeckung der Oberflachen durcfr die 
Abnahme der Kapazitat der Ultramikroelektroden. Erfolg 
der IininobiUsierung und Bedeckungsgrad lassen sich auf 
diese Weise quantitativ verfolgen. Die mit affimtatsbinden- 
den Fangerelektroden versehenen einzelnen Sensorarraypo- 
sitioneri werden individueU mittels Impedanzspektroskopie 
vermessen, wobei Kapazitat, Leitfahigkeit und Dielektnzi- 
tatskonstante sowie der Pbasenwinkel durch die Messung 
und ihrer Auswertung separiert werden konnen. Nach er- 
folgter Erkennungsreaktioh an einer einzelnen Arrayposi- 
tion die iiblicherweise mit einem groBeren Biomakromole- 
kiil erfolgt, bildet sich ein groBer MolekOlkomplex, der typi- 
scherweise groBer ist als der Abstand zwischen zwei Klek- 
troden Das elektrische Feld reicht dabei nicht erneblicn 
tiber diese Molektilkomplexe hinaus und erfaBt so nur die 
elektrodennahen Bereiche, so daB schwebende Partikel 
nicht storen. Eine neue Impedanzmessung nach erfolgten 
Erkennungsreaktionen mit den gleichen Parameter wird 
zur Differenzbildung benutzt. Eine sichtbare Veranderung 
gibt Auskunft dariiber, an welchen Positionen Komplexbuv 
duneen stattgefunden haben. Die Impedanzanderung wird 
durch die Verdrangung des Elektrolyten und BeeinnuBung 
des elektrischen Feldes z. B. durch geladene DNA-Mole- 
kiile hervorgerufen. 

Irn Unterschied zum quanutativen Redox-Recychng ist 
die inipedanzspektroskopische Detektionsmethode semi- 
quantitativ und gestattet eine Aussage uber statlgefundene 
oder nicht stattgefundene molekulare Erkennungsreaktio- 
nen Die Parameter, die bei der Irnpedanzspektroskopie aus- 
gewertet werden, erlauben Aussagen tiber die GroBe der 
Molekiile, die an der HeklrodenoberQache bei der Erken- 
nungsreaktion gebunden haben sowie uber den I^ungszu- 
stand dieses Molekule. Auch die Dichte der Molekulbele- 
gung hatEintluB auf das MeBergebnis. Alle Parameter kon- 
nen zur naheren Analyse des molekularen Erkennungsvor- 
gangs und der beteiligten Partner herangezogen werden. 

In einer speziellen Ausfuhrungsform wird das elektnsche 
Sensorarray nach Immobilisierung der affinitatebindenden 
Molekiile oder nach stattgefundener molekularer Erken- 
nungsreaktion und entsprechender Waschvorgange nut ei- 
nem Hydrogel belegt. Diese Belegung mit Hydrogel kann 
fiir verschiedene Verf ahren zur Anwendung der elektrischen 
Sensorarrays vorteilhaft sein. Bei der Bedeckung der ober- 
flachengebundenen affinitatsbindenden Molekiile mit Hy- 
drogel konnen z. B. die Analyte akliv durch Dosierung oder 
elekirophoretisch durch Applikation elektrischer Felder mit- 
tels Ililfselektroden in das Gel und an die Affinitatspartner 
hcrangcbracht oder durch Diffusionsprozcssc zugctuhrt 
werden. Die Beschichtung mit Hydrogelen nach stattgefun- 
dener molekularer Erkennungsreaktion an den Oberflachen 
kann auch dazu verwendet werden, zusatzliche Marker oder 
Reagenzien durch elektrophoretische Prozesse oder Direkt- 
dosierung an die Molekulkornplexe heranzufuhren und zu 
detektieren. . 

Altemativ werden Hydrogele benutzt, urn parti kelgebun- 
dene immobilisierte Fangermolekule oder nach stattgefun- 
dener molekularer Erkennungsreaktion immobilisierte Ziel- 
analy te in den Mikrokompartments einzuschliefien. Die Me- 
thode ist bevorzugt geeignet fur die Anwendung des Redox- 



Recycling, da die diffundierenden Enzymprodukte durcb 
das Gel wenig gchindcrt werden, an die Elektrodenoberfla- 
che zu gelangen. Zu beobachten ist dabei lediglich eine Ver- 
langsamung der Diffusion. 
5 In einer anderen Ausfuhrungsform werden die Hydrogele 
uber das gesamte elektrische Sensorarray gleichmaBig auf- 
gebracht und bewirken durch ihre DifTusionshejnmung eine 
verbesserte Zuordnung der Bindungsvorgange zu einzelnen 
Arraypositionen, ohne daB Mikrokompartments hergestellt 

10 wurden. m 
Die an den einzelnen Arraypositionen angeordneten Ul- 
u-dinikrodetektionselekiroden und flachenfonmgen oder mit 
Punktelektroden besetzten Hilfselektroden sowie die spiral- 
oder kreisformig angeordneten Bandelektroden nach Fig. 2 
15 konnen neben ihrer Verwendung fur die Detektionsprozesse 
selbst auch zur Applikation elektrischer Felder irn Sinne ei- 
ner Freifeld- oder Gelelektrophorese eingesetzt werden. Fur 
die Heranfuhrung geladener Analytmolekule oder Reagen- 
zien an die Elektrodenoberflachen, z. B. an den On der mo- 
20 lekularen Erkennungsreaktionen, konnen besonders vorteil- 
haft parallel angeordnete interdigitale Ultramikroelektroden 
nach Fig. 2b, 2c, 2d oder 2g verwendet werden. Dabei wer- 
den in einer Ausfuhrungsform des Verf ahrens die beiden IJ1- 
tranukroelektrodenpaare in Fig. 2b, 2c und 2d beispiels- 
25 weise in der Weise zu einem elektrophoretischen System ge- 
schaltel, daB iimner zwei zusainiiiengebdrige interdigitalen 
Fmgerpaare oder Paare von bandformigen Ultramikroelek- 
troden einen Pol des elektrischen Feldes bilden. Je nach Po- 
larisation und Ladung der Molekiile werden elektropboreu- 
36 sche Transportvorgange eingeleitet Verwendet man Felder 
mit niedriger Frequenz im unteren Hz- und mHz-Bereich, 
werden wechselseitig Molekiile an die Elektroden herange- 
fuhrt tJblicherweise werden die elektrischen Felder in Se- 
quenzen mit erzeugt. In den stromlosen Pausen konnen 
35 durch Elektrolyse gebildete Gase abdiffundieren und auch 
pH-Gradienten sich ausgleichen. 

In einer anderen Ausfuhrungsform werden die Hilfselek- 
troden wie in Fig. 2e urid 2f zur Applikation der vorstehend 
beschriebenen elektrischen Felder benutzt. Sie kdnnen dabei 
40 die gleiche Polarisation aufweisen und gegen einen interdi- 
gitales Elektrodenpaar 3, 3' geschaltet werden, oder es wird 
das Feld zwischen den Ililfselektroden 3e und 3e' bzw. 3f 
und 3f erzeugt, so daB die Molekiile in die Nahe der Detek- 
tionselektroden 3, 3' gezogen werden. Im Gegensatz zu den 
45 flachenhaften Hilfselektroden 3e und 3e' erlauben die Hilis- 
elektroden 3f und 3f durch die punktformigen aktiven Elek- 
trodenflachen mit Ultramikroelektrodencharakter erne we- 
sentlich hohere Stromdichte pro Flache durch die verbes- 
serte Diffusion. Auch durch die Elektrodenkonstruktion 3g 
50 und 3g' kann eine wesentJich hohere Stromdichte pro Flache 
als fur 3 und 3' erreicht werden. Im Ergebnis dieser punkt- 
formigen Stnikturieruhg gibt sich durch hermsphansche 
Diffusion der Vorteil, daB eine wesenUich h5here Strom- 
dichte pro Hiiche erreicht werden kann, trotzdem die akUve 
55 Elektrodenftache verkleinert ist 

Diese Ausfuhrungsform zur Heranfuhrung von Analyt 
oder RcagcnzmolckUlcn an die Elektrodenoberflache wird 
erganzt durch die gleichzeitige Verwendung der Detektions- 
und Hilfselektroden zur Erzeugung elektrischer Felder nach 
60 stattgefundener Erkennungsreaktion. Bei dieser Verf ahrens- 
weise werden die schon bei niedriger Spannung unter 1 V 
entstehenden erheblichen Feldstarken zwischen den Elek- 
troden dazu genutzt, daB schwach gebundene Molekiile von 
ihrem Affinitatspartner im Unterschied zu starker gebunde- 
65 nen Molekulen von den Detektionselektroden wieder ent- 
fernt werden k6nnen. Schon das einfache Ultramikroelek- 
trodemnterdigitalpaar in 3, 3' in Fig. 2c gestattet die Beseitt- 
gung schwacher und damit falsch gebundener Molekiilkom- 
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plexe. Dazu wild das applizierte Feld zwischen Elcktrode 3 
und 3' als Wcchsclfcld mit nicdrigcr Frcqucnz (wcnigc Hz 
oder mHz) benutzt, von beiden Elektroden unerwunschte 
Spezies zu entfemen. Das Wechselfeld mit niedriger Fre- 
queriz bewirkt dabei, daB immer die Elektrode, die gleich 
zur Ladung des unerwiinschten Molekuls geladen ist, durch 
ihr hohes Feld die AbstoBung dieses Molekuls bewirkt 
Durch die Wechselfelder werden beide Elektroden nachein- 
ander in diesen abstoBenden Zustand versetzl und die Reak- 
tion findet im Summenergebnis auf beiden Interdigitalsyste- 
men statt. Die Feldapplikation wird nach kurzer Zeit, d. h. 
wenige zehntel bis Sekunden durch Pausen unterbrochen, in 
denen Gase und pH-veranderhde Spezies abm'ffundieren 
konnen. Die Reaktion kann durch biochemische Waschvor- 
gange oder durch Tbmperaturveranderung unterstiitzt wer- 
den. Eine Temperaturkontrolle kann sowohl extern als mit 
auf den Chips aufgebrachte Heizer aus Dunnfilmmetallban- 
dem wie Platin realisiert werden. 

Mit multiplen Ultramikroelektrodenanordnungen, wie in 
2b, 2d, 2e, 2f und 2i, ist die Anwendung des Prozesses, wie 
fur 2a beschrieben, fur jedes Paar interdigitaler oder band- 
formiger Ultramikroelektroden moglich. Prinzipiell kann 
dieser ProzeB durch Kombination beliebiger Detektor- und/ 
oder Hilfselektroden mit dem gleichen Verfahren der nied- 
rigfrequenten Feldumpolung und der Beseitigung schwacb- 
bindehder bzw; imerwunschler Molekiile von den Elekiro- 
denoberflachen benutzt werden. 

Als besondere Ausfuhrung werden die in Fig. 2b, 2e, 2f 
und 2i auBen liegenden Elektroden zur Felderzeugung ver- 
wendet, wahrend die dazwischen liegenden Elektroden 
stromlos sind. Diese Art der Applikation kann auch zur Her- 
anfuhrung von Molekiilen an die zwischenliegenden Elek- 
trodenpaare benutzt werden, da sich diese in einer Art Feld- 
kafig befinden. Mit den gleichen multiplen Anordnungen 
sind iiberdies auch kombinierte Gleich- und Wechselstro- 
mapplikationen, Umpolungen sowie wahlweise Adressie- 
rung der Einzeleleklroden moglich und damit gezielte Ef- 
fekte der Molektilheranfuhrung und der Molekiilbeseitigung 
an beliebigen Elektroden zu erzielen. 

In den AusRihrungsfonnen gemaB Fig. 2e und 2f lassen 
sich die flachenfdrrnigen oder mit Punkten besetzten Hilfs- 
elektroden so einsetzen, daB jeweils zu einer oder beiden Ul- 
tramikroelektroden die gewunschte Polung der Elektroden 
zur Beseitigung von Molekiilen vorliegt. Hier ist die Gleich- 
strom oder die niedrigfrequente Wechselstromapplikation 
iiber Kreuz, z. B. in Fig. 2e zwischen 3e und 3', bzw. zwi- 
schen 3e f und 3 moglich. Damit lassen sich die Einzelelek- 
troden selektiv behandeln. Die unterschiedliche Behandlung 
der Elektrodensysteme in 2b, 2d, 2e und 2f laBt sich in einer 
anderen Ausfuhrung auch dazu verwenden, daB an einzel- 
nen Elektroden unerwunschte Bindungen beseitigt werden 
und an anderen bestehen bleiben, so daB aus der Differenz- 
messung auf die DifTerenzmenge geschlossen werden kann. 

An den kreisfonnigen Elektroden gemaB Fig. 2b oder spi- 
ralformigen analogen Strukturen sind die vorstehend be- 
schriebenen Verfahren zur Verwendung der elektrischen 
Fcldcr dadurch bcsondcrs gccignct, daB durch cine zcntralc 
Elektrode eine Art Feldkafig iiber die dazwischen liegenden 
Elektroden gelegt werden kann, so daB diese auch im strom- 
losen Zustand von diesem Feld in gewunschter Weise zur 
Entfemung oder Heranfuhrung von Molekiilen genutzt wer- 
den konnen. 

Die puhktformigen Ultranula-oelektrodenanqrdnungen in 
Fig. 2h konnen in einer anderen Ausfuhningsform vorteil- 
haft zur Erzeugung elektrischer Felder sowohl zur Anrei- 
cherung von Molekiilen als auch zur Entfemung von Mole- 
kiilen eingesetzt werden. Dazu werden diese Elektroden an 
verschiedenen Stellen eines Sensorajrays z. B. als auBen lie- 
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gender Ring oder konzentriert in Innenposition oder durch 
Kombination von beiden ausgcwahltcn Positioncn cincs 
Sensorarrays angeordnet Sie dienen zur Erzeugung starker 
Felder an anderen Arraypositionen iiber den Raum des Sen- 
5 sorarrays hinweg durch besonders hohe Stromdichten. Die 
erzielbare hohe Stromdichte bei vergleichsweise niedrigen 
Spannungen erzeugt Feldkafige, die den Transport von gela- 
denen Molekiilen nach elektrophoretischen Prinzipien be- 
sonders verbesserrL 

10 

Ausfuhrungsbeispiele 
Beispiel 1 

15 Herstellung eines elektrischen Sensorarrays mit direkter 
Kontaktableitung in Siliziumtechnologie 

Mikroelektrodenstrukturen entsprechend Fig. 1 und 2a 
werden in Standardsilizium-technologie hergestellL [K. 

20 Reimer et al. Sensors and actuators, A 46/47 (1995) 66]. 
Dazu wird 500 nm dickes thermisches Oxid auf 4"-Silizi- 
umwafem erzeugt Auf dem Oxid wirdFbtolackphotolitho- 
grafisch so strukturiert, daB die Konturen der Elektroden fur 
die Elektrodenstrukturen freiliegen. Das Ultraniikroelektro- 

25 densystem konzentrischer Ringe gemaB Details in Fig. 2a 
besteht aus ringfbnmgen Elektrodenbandern mil 1,5 uni 
. Breite im Ringabstand von 800 nm. Die Ringe sind ab wech- 
selnd iiber die Leiterbahnen 6 mit den Kontakten gemaB 
Fig. 2a verbunden. Es sind 16 Sensorarraypositionen in ei- 

30 ner 4x4 Matrix mit Arraypositionen von 300 um Durch- 
messer auf dem Sensorarray angeordnet. Die 2 X 16 Ableit- 
kontakte befinden sich auf zwei benachbarten Seiten des 1 X 
1 cm groBen Siliziumchips. Die Abstande der Sensorarray- 
positionen betragen 400 um, so dafi ein aktives Sensorarray- 

35 gebiet von ca. 2,5 mm X 2,5 mm entsteht 

Durch 15 sec Tauchen in 10%ige FluBsaure wird das 
Oxid ca. 150 um tief angeatzt. Eine 20 nm dicke litanhaft- 
schicht und eine 150 nm dicke Goldschicht werden auf die 
gesamte Oberflache mittels Elektronenstrahl aufgedampft 

40 Durch einen Lift ofl"-ProzeB wird alles Material zwischen 
den Elektroden, Leiterbahnen und Kontakten beseitigt Der 
Wafer wird anschlieBend mit einer 400 nm die ken Silizium- 
Oxinitridschicht bedeckt, die im Plasma durch chemische . 
Abscheidung (PECVD-SiN x :H) erzeugt wird Im folgenden 

45 werden die Arraypositionen und den auBenliegenden Kon- 
taktflachen durch reaktives chemisches 1>ockenatzen bis 
auf die Goldflachen freigelegt. Nach Aufschleudem eines 
Schutzlackes wird der Wafer von der Riickseite entspre- 
chend der vorgesehenen Einzelchipkanten ca 250 um tief 

50 von der Riickseite eingesagt 

Beispiel 2 

Herstellung eines elektrischen Sensorarrays mil direkter 
55 Kontaktierung auf Glas 

Auf 4"-Pyrcxglaswafcrn werden mit cincr dem Beispiel 1 
entsprechenden Photolithographie Interdigitalelektrodenar- 
rays entsprechend Fig. 2e mit 9 Sensorpositionen im Raster 

60 3 x 3 strukturiert Dazu wird abweichend von Beispiel 1 auf 
das Glas eine 20 nm dicke Chromhaftschicht gefolgt von ei- 
ner 150 nm dicken Platinschicht aufgedampft und wie im 
Ausfuhrungsbeispiel 1 durch Liftoff-Technik fertig struktu- 
riert Als Haftvermittler fur die folgende Lsolalionsschicht 

65 wird eine 3%ige Lpsung von Alkyloxysilan in Aceton mit 
der Oberflache in Kontakt gebracht Die 400 um groBen 
Sensorarraypositionen im Abstand von 500 um werden nach 
Aufschleudem einer 10 um dicken Polyimidschicht mit 
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Standard-Photolithographie so strukturiert, daB die Kontakt- 
flachcn und die Scnsorpositioncn frcigclcgt werden. Das In- 
terdigital-Elektroden-System mil Hilfselektroden entspre- 
chend Fig. 2e besteht an jedem Elektrodenfingersystem aus 
90 je 200 um langen und 1 urn breiten Rngem, wobei die In- 
terdigitalabstande 0,9 um betragen. Die Hilfselektroden 3e 
und 3e' sind wie in der Fig. 2e dargestellt, bis 50 um vom 
Rand der Sensorarrayposition flachig ausgefuhrt Wie lm 
Beispiel 1 wind der Wafer geschiitzt und eingesagL 

Beispiel 3 

Herstellung eines elektrischen Sensorarray-Systerns mit 
CMOS-Schaltern 



Die Schalierebene wird mil einem CMOS -Standardpro- 
zess [D. Widmann, H. Mader, H. Friedricb, Technologic 
hochintegrierter Schaltungen, Springer Berlin 1996] in ei- 
nem ProzeB mit 1 um Minimalstrukturen hergestellt Die 
nach Fig. 3 erforderlichen Kreuzungen von Leiterbahnen 20 
werden durcb Uberkreuzungen von Polysilizium- und Alu- 
minium-Bahnen realisiert. Der groBere elektrische Wider- 
stand spielt wegen der kleinen Sensorstrome keine Rolle. Im 
verwendeten CMOS-Prozess werden die Schalter 12 und 13 
vorteilhaft als Transmission-Gates ausfUhren. Jeweils em 25 
Transmission-Gate verbindet die Punkle 12a mil der Leitung 
18 bzw den Punkt 13a mit der Bias-Leitung 21. Die Adress- 
Leitungen bestehen aus einem parallel laufenden Paar von 
Leiterbahnen, an denen Signale komplementarer Polaritat 
zu den Gates der beiden Transistoren eines Transmission- 30 
(Gates gefuhrt werden. Bei der einen Polung ist das Trans- 
mission-Gate 12a-18 leitend und das Transmission^Gate 
13a-21 sperrend. Bei der umgekehrten Polung ist 12a-18 
sperrend und 13a-21 leitend. Die Transmission-Gates schal- 
ten sowohl positive als auch negative Strome. Zusatzlich zu 35 
den iiblichen AnschluBpads einer CMOS-Schaltung an den 
Randern des CZhips enthalt die Schaltting nach Fig. 3 an den 
Stellen 12a und 13a Aluminiumpads, mit denen die Verbin- 
dung zu den Elektroden-Arrays hergestellt wird. Standard- 
maBig wird der CMOS -ProzeB mil der Aulbringung einer 40 
PECVD-Nitridschicht und Offiiung der AnschluB-Pads in 
dieser passivierendeii Schicht abgeschlossen. Auf diese Iso- 
lationsschicht werden mit gleicher Lift off-Technik, wie m 
Ausfuhrungsbeispiel 1 dargestellt, Haftschicht und Gold- 
elektroden direkt aufgedampft und wie qben beschrieben 45 
photoUthographisch strukturiert Eine weitere Passivierung 
ist nicht vorgesehen, da die Kontakte von den Interdigital- 
und Hilfselektroden direkt senkrecht in die darunterliegende 
Schalterebene gefuhrt werden. ^ 

Beispiel4 

HersteUung eines elektrischen Sensorarrays mit Schaltem, 
Verstarkern und Integrator in CMOS-Tbchnologie 

Pur die Herstellung des Ausfuhrungsbeispiels nach Fig. 4 
wird der gleiche CMOS-Standard-Prozcss, sowic die glci- 
che Elektroden und Leitungsanordnung benutzt, wie unter 
Beispiel 3 beschrieben wurde. In der 1 um-Technologie 
werden diese Bauteile auf einer Flache von 300 um x 
400 um angeordnet Zwischen den Elektroden und den 
Transmission-Gates, die zu den MeBleitungen 18, 19 fuhren, 
liegt jetzt ein Operations verstarker und eine integrierte Ka- 
pazitat von 1 pF, die den Ausgang mit dem Eingang des 
Operationsverstarker verbindet Weiterhin liegt ein Schalter 
paraUel zu dieser Kapazitat \bn der Adressiereinheit 10 
fOhren zusatzhche Steuerleitungen zu diesem Schalter, die 
ihn aufierhalb der MeBzeiten geschlossen halten. In der be- 



schriebenen Ausfuhrung erzeugt ein Strom von 1 nA an den 
Elektroden am Ausgang des Opcrationsvcrstarkcrs nach 
1 msec eine Spannung von 1 V. Diese Spannung wird wie in 
Beispiel 3 beschrieben mit Transmission-Gates auf die MeB- 
5 leitungen 18, 19 geschaltet und mit dem Leseverstarker 11 
gemessen. 

Beispiel 5 

io Aufbau von Mikrpkompartments mit vorgefertigten Poly- 

meren 

Elektrische Sensorarrays, wie sie nach Beispiel 1 bis 4 
hergestellt worden sind, werden mit Aceton im Ultraschall- 
15 bad von Schutzlack befreit und mehrmals mit Alkohol und 
Reinstwasser gewaschen. Im folgenden Schritt werden sie 
durch das Auflaminieren einer vomer perforierten 400 pm 
dicken Pplypropylen-Folie mit Mikrokompartments yerse- 
hen. Die Perforation entspricht dabei den GroBen der Senso- 
rarraypositionen und den Kontaktflachen an den AuBenran- 
dem. Das Auflaminieren geschieht mittels HeiBsiegel-Tfech- 
nologie durch indukti ve Erwamiung. Die Justage der mittels 
eines Vakuumstempels in WafergroBe aufgebrachten FoUe 
wird mittels Jusdermarken auf der Waferoberflache durch 
optische Kontrolle vorgenommen. Der auf -10°C gekuhlte 
Wafer wird endang der vorgesaglen Chipkanten gebrochen, 
so daB die einzelnen Chips erhalten werden. 



Beispiel 6 

Aufbau von Mikrokompartments mit photoUthographisch 
strukturierten Polymeren 

Elektrische Sensorarrays, wie sie nach Beispiel 1-4 auf- 
gebaut wurden, werden mit Aceton im Ultraschallbad von 
Schutzlack befreit und mehrmals mit Alkohol und Reinst- 
wasser gewaschen. . AnschlieBehd werden sie im Spin coat- 
Verfahren mit Teflon AF (DuPont) mit einem 15 um dicken 
Film beschichtet Zuvor wird der gesamte Wafer mit dem 
zugehorigen Haftudllel (DuPont) benelzL Nach Ausbacken 
der Teflonschicht bei 150°C fur 20 Minuten werden mittels 
reaktivem Trockenatzen die Gebiete der Sensorpositipnen 
und der Kontaktpads bis zu den metallischen Oberflachen 
freigelegt Der Wafer wird entlang der vorgesagten Chip- 
kanten gebrochen, so daB die einzelnen Chips erhalten wer- 
den. 

Beispiel 7 

Tmmobilisierung von Oligomikleotiden auf elektrischen 
Sensorarrays 

Ein nach Beispiel 5 hergestellter Chip mit 400 urn hohen 
polymeren Mikrokompartiiients wird auf einen Keranuklra- 
55 ger mit iiblichen Leiterbahnen montiert und drahtgebondet 
Durch Aufkleben eines polymeren Formteils aus Polysilo- 
xan enflang der Chipkanten, das die aktiven Elektrodcngc- 
biete eingrenzt, wird ein ReaktionsgefaB von ca 5mm 
Durchmesser auf dem Chip befestigt In dieses Reaktionsge- 
60 faB wird eine 5 mM Losung von 11-Merkapto-undecanyl- 
amin in Cyclohexanon, eingefullt, abgedeckt und bei Raum- 
temperatur fur 5 Stundeh belassen. Die Belegung der Elek- 
troden durch Self-assembling wird kontroUiert durch eine 
online-Impedanz-Messung (EG&G Model 398). Die abneh- 
65 mende Kapazitat durch die Belegung mit der monomoleku- 
laren Molekulschicht und ist ein MaB fur die Bedeckung. 
Die Belegung wird abgebrochen, wenn die ursprungliche 
Kapazitat del Chipelektroden um 10% abgesunken ist. 
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Diese Belegung der Metalloberflachen kann alternativ 
auch vor dcm Brcchcn und Vcrcinzcln dcr Chips durch Tau- 
chen des gesamten vorher entlackten Wafers in die analogen 
Ldsungen vorgenommen werden. 

Die mit Aminofunktionen derivatisierte Oberflache des 
Chips wird anschlieBend mit einem Tropfen (0,1-10 pi) 
20 rnM Tolylen-2,4-diisocyanat (1131) in Essigsaureetbyle- 
ster (ERR) bei RT wahrend 10-60 min inkubiert Hs wird 
mit EEE gewaschen und getrocknet. 

Nach Waschen eines so aktivierten Chips mit neutralerP- 
hosphatpufTerlosung werden mittels Mikrokapillardosie- 
rung nacheinander in jede SensorarrayposilioD je 5 nl 
24mer-01igonukleotid eingebracht, die am S'-Terminus eine 
Jodoacetyl-Gruppe tragen. 

Die Nucleotidsequenz ist an jeder Arrayposition unter- 
schiedlich entsprechend der zu analysierenden verschiede- 
nen Ziel-DNA-Molekiile. Dabei sind die Volumina der Re- 
aktionsfliissigkeiten kleiner als das Kompartimentvohimen. 
Die Kopplungsreaktion erfolgt spontan wahrend einer 
Stunde bei Zimmertemperatur. Nach erfoigter kovalenter 
Anbindung wird das elektrische Sensorarray mit SSPE-Puf- 
fer (0,9 M NaCl, 50 mM NaHaPO* 5 mM Na 2 EDTA, pH 
7,5) gewaschen. 

Beispiel 8 

Affinitatsbindung von DNA auf elektrischen Sensorarrays 
mit tragergebundenen Oligonucleotiden 

Auf ein nach Beispiel 7 mit unterschiedlichen Fangeroli- 
gonukleotiden beladenes elektrisches Sensorarray wird der 
Arialyt als DNA-Gemisch aufgegeben. Es wird Analyt- 
DNA verwendet, in welche bei der konventionellen Verviel- 
faltigung der DNA mittels PCR biotinylierte Primer Biotin- 
Reste eingefuhrt wurden. Die Analyt-DNA in SS PE-Puffer 
wird mit Denhardt's T^osung (0,5 g Ficoll, 0,5 g Polyvinyl- 
pyrrolidon, 0,5 g RSA in 0,5 1 H 2 0) in eine Konzentrauon 
von 1 ug/ml UberfUhrt und auf das Sensorarray aufgegeben 
und bei Raumtemperatur 2 Stunden inkubiert. Zur Entfer- 
nung uberschussiger Analyt-DNA wird bei 40°C mil SSC- 
Puffer (52,6 g NaCl, 26,5 g Na-Citrat in 0,8 1 H 2 0) gewa- 
schen. 

Beispiel 9 

Immobilisierung von parukelgeoundenen affinitatsbinden- 
den Molekiilen auf elektrischen Sensorarrays 

Ein elektrisches Sensorarray, das nach Beispiel 1 herge- 
stellt und nach Beispiel 5 mit Mikrokompartments versehen 
wurde, wird iiber einem iiblichen Magncten zur Handha- 
bung magnetischer Carrier plaziert In jedes Mikrokompart- 
ment werden durch Mikrokapillardosierung 10 nl Fttissig- 
suspensionen magnelischer Polymerkugelchen mil unler- 
schiedlichen Oligonukleotiden in appliziert und durch die 
Magncten am Boden der Mikrokompartments liber den 
Elcktrodcn fixicrt. Die Bcladung dcr magnctischen Tragcr 
erfolgte zuvor separat fur alie Positionen nach einem Stan- 
dardverfahren (Boehringer) durch S trepta vidin/B iotin- 
Kopplung. Die Trager sind dabei oberflachlich mit Strepta- 
vidin beschichtet und binden die 5'-biotin-modifizierten 
24mer-Nukleotide. Uber die Streptavidin/Biotin-Bindung 
wurden unterschiedliche Oligonukleotide fest auf den ma- 
gnetischeh Tragem immobilisiert 
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Beispiel 10 

Detektion der Affinitatsbindung an Obernachen von elektri- 
schen Sensorarrays 

5 

Elektrische Sensorarrays mit immobilisierten Oligonu- 
kleotiden nach Beispiel 7 werden nach Hybridisierung ana- 
log Beispiel 8 zur Auslesung mittels Redox-Recycling vor- 
bereitet Dazu wird das gesamte elektrische Sensorarray mit 

10 1,5 ul einer neutralen PhosphatpufferI6sung des Markeren- 
zyms alkalische Phosphatase, , die als Streptavidinkonjugat 
vorhegl, befiillt Die Biodn/Su^pavidin-Bindung erfolgt 
wahrend einer Stunde. Danach werden alle nicht gebunde- 
nen Enzymkonjugate mittels 2 mM p-Aminophenylp- 

15 hosphat in Phosphatpuffer pH 9,5 von der Sensoroberflache 
weggespiilt Nach Absaugen aller iiber die Mikrokompart- 
ments iiberstehenden Hussigkeit wird die in jedem Mikro- 
kompartment durch die Enzymreaktion entstehende p-Ami- 
nophenolkonzentration, die der Menge doppelstranggebun- 

20 dener DNS adaquat ist, individuell mit einem 16-Kanal- 
Multipotentiostaten (Eigenbau) gemessen Kir das Redoxr 
Recycling werden die Ultramikroelektroden paarweise mit 2 
verschiedenen Potentialen beaufschlagt Die Anode mit 
+350 mv und die Kathode mit -100 mv gegen eine Silber/ 

25 Silberchlorid-Referenzelektrode. Der anodische und der ka- 
thodische Strom jeder Arrayposition wird als Slromanslieg 
dl/dT an der jeweiligen Sensorposition ausgewertet Mah 
erhalt einen Stromanstieg von 0,5 bis 2 nA pro Minute je 
nach Beladungsdichte. Die Summe beider Strome ist ein 

30 quantitatives MaB fur die Anzahl gebundener Ziel-DNA an 
jeder Arrayposition. 

Die Menge gebundener DNA pro Arrayposition wird da- 
durch bestimmt, daB eine Arrayposition des Sensorarray als 
intemerStandard benutzt wird. Dazu wird dem Analyten ein 

35 35mer-01igonucleotid, welches 20 komplementare Basen 
zu dem Fangeroligonucleotid an einer Arrayposition auf- 
weist in bekannter Konzentration beigemischt. 

Beispiel 11 

40. 

Detektion der Affinitatsbindung auf Oberflachen von elek- 
trischen Sensorarrays mittels Imped an zspektroskopie 

Elektrische Sensorarrays, die nach Beispiel 6 aufgebaut 
45 werden, werden an jeder Sensorarrayposition mit 10 nl Oli- 
gonukleotidlosung in einer Konzentration von 10 ug pro ml 
Phosphatpuffer pH 7 befiillt Die 24-nier-Otigonukleotide 
besitzen einheitlich 6 Inymidin-Reste am 5*-Kettenende, 
deren letzte 3 mit Thiolat-Gruppen modifiziert sind. Nach 
50 1 2 Stunden ist die Schwefel/Gold-Bindung der Thiolalgrup- 
penbeehdet. 

Bei Raumtemperatur wird jede Arrayposition mittels Im- 
pedanzspektroskopie (EG&<3 Model 392) in einem Fre- 
quenzbereich zwischen 10 mHz und 1 MHz vermesseri und 

55 die komplexe Impedanz analysiert. 

Das Sensorarrays wird mit SSPE-Puffer (0,9 M Nad, 
50 mM NaH 2 P0 4 , 5 mM Na 2 EDTA, pH 7,5) gewaschen. 
Die Analyt-DNA in SSPE-Puffer wird mit Denhardt's Lo- 
sung (0,5 g Rcoll, 0,5 g Polyvinylpyrrolidon, 0,5 g RSA in 

60 0,51 H2O) in eine Konzentrauon von 1 pg/ml uberfuhrt und 
auf das Sensorarray aufgegeben und bei Raumtemperatur 2 
Stunden inkubiert. Zur Entfemung uberschussiger Analyt- 
DNA wird bei 40°C mit SSC-Puffer (52,6 g NaCl, 26,5 g 
Na-Citrat in 0,8 1 H 2 0) gewaschen. 

65 Bei Raumtemperatur wird jede Arrayposition mittels Im- 
rjedanzspektroskopie in einem Frequenbereich zwischen 
10 mHz und 1 MHz emeut vermessen und die komplexe 
Impedanz analysiert 
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Die Differenz der Messungen an jeder Sensorarray-Posi- 
tion vor und nach DNA-Bindung zcigt im Fallc dcr Ernicd- 
rigung des elektrischen Leitfahigkeitsthenns der komplexen 
Impedanz die Position mil erfolgter DNA-Bindung an. 

Beispiel 12 

' Transport, geladener Molekfile zu Detektorelektroden des 
elektrischen Sensorarrays . 
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Die Analyt-DNA in 200 mmol/1 BerastemsaurepufFer- 
PuKer pH 5,1 wird mil einer Konzentration von ca. 1 ugyml 
auf das Sensorarray aufgegeben. 

Mit Hilfe einer extemer Prazisionsstromquelle (Eigen- 
bau) wird auf alle Elektroden 3e' und 3 ein Strom von 20 nA 15 
fur 80 msec aufgepragt Danach wird fur 80 msec auf die 
Elektroden 3e und 3' umgeschaltet Die Elektroden 3 und 3' 
sind dabei posiuv gepolt Die gesamte Schaltsequenz wird 
100 mai wiederholt. Zur Entfemung iiberschussiger Analyt- 
DNA wird dann bei 40°C mit SSC-Puffer (52,6 g NaCl, 20 
26,5 g Na-Citrat in 0,8 1 H 2 0) gewaschen. 

Beispiel 13 

Elektrische Stringenzbehandlung von hybridisierter DNA 25 
auf elektrischen Sensorarrays 

Ein elektrisches Sensorarray mit hybridisierter DNA, wie 
im Beispiel 12 verwendet, wird mit einer 200 mmolA Bern- 
steinsaurepufTer-PufferpH 5,1 beaufschlagt 30 

Mittels einer eXtemen Stromquelle (Eigenbau) wird 
10 nA Wechselstrom von 50 Hz Strom fur 0,2 sec auf alle 
Elektrodenpaare 3, 3* aufgepragt Nach einer Pause von 
0,2 sec wird die gesamte Schaltsequenz 100 mal wiederholt 
Abdifrundierte schwacher gebundene Molekule werden 35 
dann bei 40°C mit SSC-Puffer (52,6 g NaCl, 26,5 g Na-Ci- 
trat in 0,8 1 H 2 0) weggewaschen. 



Kontrolle und Mefiwerterfassung eines elektrischen Senso- 
rarrays mittels eines ASIC 

Ein elektrisches Sensorarray wird analog Beispiel 15 her- 
gestellt, mit Oligonukleotidtangem beladen und zur Affini- 
tatsbindung von Ziel-DNA sowie folgender Rnzymmarkie- 
rung verwendet An die 32 Leitungen 6 des Sensorarrays 
io wird ein selbstentwickelter ASIC zur seriellen Hektroden- 
steuerung mit 32 Schaltausgangen angeschlossen und mit 
einem Bipolenlioslalen verbunden. Die Vorbereitung und 
Realisierung des Redox-Recycling werden wie nach Bei- 
spiel 10 ausgefuhrt. Die anodischen Potentiale von 
+350 mV und die kathodischen Potentiale von -100 mV 
werden vom Bipotentiostaten an den ASIC angelegt und 
uber die direkten Leiterbahnen zu den einzelnen Sensorar- 
raypositionen geleitet. Dabei ist jede Sensorarrayposition ei- 
nem Schaltersystem auf dem ASIC zugeordnet Prozessor- 
kontrolliert wird nun nacheinander durch den Bipotentiosta- 
ten jede Sensorarrayposition fur 0,1 sec ausgelesen. Beim 
Umschalten einer Arrayposition von T^ese- in Nichtlesezu- 
stand wird mittels ASIC das anodische und das kathodische 
Potendal auf die jeweilige Kontaktleitung geschaltet Alle 
16 Arraypositionen arbeiten dadurch kontinuierlich im Re- 
dox-Recycling. Dieser serielle Auslesezyklus wird 5min 
ausgefuhrt. Der Anstieg des Summenstroms pro Zeit je Ar- 
rayposition wird gemessen und wie in Beispiel 10 interpre- 
tiert. 
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Beispiel 14 

Selektive Desorption von oberflachengebundenen Moleku- 
len auf elektrischen Sensorarraychips 

Ein elektrisches Sensorarray wird nach Beispiel 1 herge- 
stellt und nach Beispiel 7 mit Oligonukleotiden beladen. 45 
Dazu werden Elektrodengeometrien an den Sensorarraypo- 
sitionen geniaB Fig. 2e verwendet. In den Probenring wird 
pH 5,1 eingefuUt 

Alle Elektroden 3 und 3' auf dem Sensorarray werden an 
eine Stromquelle (Eigenbau) angeschlossen. Nun wird 50 
Wechselstrom mit 20 Hz und einer Spannung von 2 V fur 
eine Sekunde angelegt und nach einer Pause von 0,5 Sekun- 
den erneut eingeschaltet Diese Sequenz wird 50 mal wie- 
derholt Anschliefiend wird das elektrische Sensorarray mil 
SSP&PufTer (0,9 M NaCl, 50 mM NaH 2 P0 4 , 5mM 55 
Na 2 EDTA, pll 7,5) gewaschen. 

Die folgcndc Hybridisicrung von Analyt-DNA crfolgt nur 
noch auf fangerbeladenen Elektroden 3e, 3e' und wird ana- 
log Beispiel 8 ausgefuhrt 

Wie in Beispiel 10 wird mit alkalischer Phosphatase mar- 60 
kiert Mittels Redox-Recycling messen die Elektroden 3 und 
3' die p-Aminophenolkonzentration die auf den Plachen 3e, 
3e* produziert wird. Dabei wird der Stromanstieg dUdl an 
der jeweiligen Sensorposition ausgewertet Man.erhalt einen 
Stromanstieg von 0.2 bis 2 nA pro Minute je nach Bela- 65 
dungsdichte. 



Beispiel 16 

Kontrolle und MeBerfassung eines elektrischen Sensorar- 
rays mil teilintegrierter Elektronik 

Die Adressleitungen 14, 15, 16, 17 des Sensorarrays wie 
in Fig. 3 gezeigt werden mit einem PC-gesteuerten Decoder 
(Eigenbau) verbunden. An je eine der Leseleitungeri 18, 19 
wird ein Kanal eines 8-kanaliger Multipotentibstaten ange- 
schlossen. Die Biasleitungen 20, 21 werden mit analogem 
anodischen (+350 mV) und dem kathodischen Potential 
(-100 mV) wie in Beispiel 1 5 versorgt 

Die Vorbereitung und Realisierung des Redox-Recycling 
werden wie nach Beispiel 10 ausgefuhrt. 

Im Lesezustand werden alle Arraypositionen entlang der 
Adressleitung 14 bzw. 15 aktiviert und durch die integrier- 
ten Scbalter 12 an die jeweiligen MeBkanale des Multipo- 
tientiostaten geschaltet Alle anderen Arraypositionen sind 
im Nichtlesezustand und durch die integrierten Schalter 13 
mit den Biasleitungen 20 bzw. 21 verbunden, so daB auch 
hier die entsprechenden Potentiale an 3 bzw. 3' aniiegen und 
die Redoxreaktion kontinuierlich ablauft 

Prozessorkontrolliert wird nun parallel durch den Multi- 
potentiostalen jede aklive Sensorarrayposilion fiir 0,1 sec 
ausgelesen. Danach wird durch den Decoder diese Reihe mit 
Schalter 12 in den Nichdesezustand versetzt und sofort die 
nachstc Rcihc mittels dcr nachstlicgcndcn Adressleitungen 
uber 13 aktiviert 

Dieser Auslesezyklus wird ca. 5 Minuten ausgefuhrt. Der 
Anstieg des Stroms pro Zeit wird fur jede Sensorarrayposi- 
tion separat gemessen und im PC gespeichert Die Auswer- 
tung entspricht Beispiel 15. 
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Beispiel 17 

Kontrolle und MeBwerterfassung eines elektrischen Senso- 
rarrays mit integriertem Zwischenspeicher 

Ein elektrisches Sensorarray wird gemafi Beispiel 4 und 5 
hergestellt mit Hlektrodengeometrien, die der *1g. 2c ent- 
sprechen. Die Vorbereitung des elektrischen Sensorarrays 
mit chemischen Komponenten erfolgt analog Beispiel 15. 

Die Adressleitungen 14, 15, 16, 17 des Sensorarrays wie 10 
in Fig. 4 gezeigt werden mit einem PC-gesteuerten Decoder 
(Eigenbau) verbunden analog Beispiel 15. An jede der Lese- 
leitungen 18, 19 wird ein hochempfindlicher Verstarker mit 
dem Ausgang an einen ADC angeschlossen. Die Biaslei tun- 
gen 20, 21 werden mit analogem anodischen (+350 mV) 15 
und dem kathodischen Potential (-100 mV) aus einem Bi- 
potentiostaten versorgt. Die Adressierung erfolgt wie im 
Beispiel 16. 

Abweichend von diesem Beispiel wird nur der im Nicht- 
iesezustand an den Elektroden 3 und 3' durch Redox-Recyc- 20 
ling generierte Strom durch einen integrierten Vorverstarker 
mit internern Integrator 22, 23 fur jede Elektrode einzeln ge- 
speichert. Beim Leseyorgang wird bei Adressierung nur der 
Inhalt dieses Integrators abgefragt 

Das dort ablaufende Redox Recycling generiert Strom, 25 
der ttber den inlernen Verstarker in 23 zum intemen positi- 
onsspezifischen Integrator in 23 geleitet und dort aufsum- 
miert wird. Die Aufsummation geschieht wahrend des ge- 
samten Nichtlesezustandes. 

30 

Patentanspriiche 

1. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Moiekule, gekennzeichnet durch die f oigenden 35 
Merlon ale: 

- Anordnung von mehr als 2 Sensorpositionen 
auf planaren Tragem bestehend aus lokal separier- 
ten mindestens paarweise angeordneten Arrays 
von Ullrainikroelekiroden und wahlweise ange- 40 
ordneten Hilfselektroden; 

- individuelle elektrische Adressierung jeder 
Sensorposition; 

- kontinuierliche elektrochemische Kontrolle an 
jeder Sensorposition; 4S 

- wahlweise Erzeugung elektrischer Gleich- undV 
oder Wechselfelder auf jeder Sensorposition; 

- individuelle Detektion unterschiedlicher elek- 
trochemischer Reaktionen oder Eigenschaften 
bzw. elektrische Auslesung solcher vorangegan- 50 
genen Ereignisse an jeder Sensorposition; 

- Immobilisierung unterschiedlicher oder glei- 
cher affimtatsbindender Molektile wahlweise auf 
den Sensorpositioneri oder an partikularen Tra- 
gem oder in Gelen uber den Sensorpositionen un- 55 
abhangig Yon optischen Eigenschaften. 

2. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Moiekule nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der plan are IVager aus Silizium, Glas, 60 
Keramik oder Kunststoff besteht 

3. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Molekiile nach einem der Anspriiche 1 bis 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB Ultramikro- und Hilfselek- 65 
trodenoberflachen aus Edelmetallfilmen wie Gold oder 
Platin oder Iridium oder aus Kohlenstoffbestehen. 

4. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
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Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Moiekule nach cincm der Anspriiche 1 bis 3, da- 
durch gekennzeichnet, daB Ultramikro- und Hilfselek- 
trodenoberflachen aus unterschiedlichen Materialien 
bestehen konnen. 

5. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Moiekule nach einem der Anspriiche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, daB jede einzelne Sensorposi- 
tion auch mit einem oder mehreren Ultramikroelektro- 
denpaaren gleicher oder verschiedener Geometrie be- 
slucki ist. 

6. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Molekiile nach einem der Anspriiche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeichnet, daB die paarweise angeordneten 
Ultramikroelektroden als interdigitale Fingerelektro- 
den oder als mit punktfbrmigen Ultranrikroelektroden 
bedeckte Flachen oder Interdigitalanordnungen oder 
spiral- oder kreisformig angeordnete Bandstrukturen 
angebrdnet sind. 

7. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Molektile nach einem der Anspriiche 1 bis 6, da- 
durch gekennzeichnet, daB die paarweise angeordneten 
Ultraimkroelektroden nach Anspruch 6 wahlweise 
auch mehrschichtig als Von Isolatorschichten getrennte 
bandformige Metallfilme vertikal gestapelt werden. 

8. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Moiekule nach einem der Anspriiche 1 bis 7, da- 
durch gekennzeichnet, daB an jeder einzelnen Sensor- 
position neben den Ultramikroelektroden wahlweise 
zusatzlich weitere flachige oder strukturierte Elektro- 
den, die keiri Ultramikroelektroden verh alien aufweisen 
mussen und/oder unkontaktierte metallische Flachen 
angeordnet werden. 

9. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Moiekule nach einem der Anspriiche 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Sensorpositionen von 
Plussigkeiten bedeckt sind und Reagenzien, Analyte 
oder Analytgemische jeder einzelnen Sensorposition 
oder alien Sensorpositionen gleichzeitig zugefuhrt 
werden. 

10. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Molekiile nach einem der Anspriiche 1 bis 9, da- 
durch gekennzeichnet, daB an den einzelnen Sensorpo- 
sitionen affinitatsbindende Molekiile auch mit unter- 
schiedlicher Spezifitat auf den einzelnen Elektroden 
und/oder auf metallischen ffilfsflachen und/oder auf 
FlSchen des Tragers und/oder Kompartmentwandun- 
gen so iinmobilisiert sind, daB voltametrische oder im- 
pedimetrische MeBverfahren mit den Ultrarriikroelek- 
troden ausgefuhrt werden. 

11. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Moiekule nach einem der Anspriiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB an den einzelnen Sensor- 
positionen affinitatsbindende Moiekule, die auf den Ul- 
tramikroelektroden gebunden wurden, durch Desorp- 
tion oder elektrochemische Oxidation wieder entfemt 
werden. 

12. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Moiekule nach einem der Anspriiche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, daB eine voltametrische De- 
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tektion in flussigen Analyten unabhangig von partiku- 
laren Bcstandtcilca und/oder auflicgcndcn Gclcn und/ 
oder anhaftenden Substanzen vorgenommen wird. 

13. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zurn Transport gela- 5 
dener Molekule nach einem der Anspriiche 1 bis 12, 
dadurcb gekennzeichnet, daB eine impedimetriscbe 
Detektion in flussigen Analyten unabhangig von 
schwebenden partikularen Bestandteilen vorgenom- 
men werden kann. 10 

14. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Molekule nach einem der Anspriiche 1 bis 13, 
dadurch gekennzeichnet, daB an jeder Sensorposition 
individuelle molekulare Bindungsereignisse elektro- 15 
chemisch detektiert werden, nachdem Analyte aus 
Stoffgemischen an die auf oder iiber den Sensorpositio- 
nen immobilisierten affinitatsbindenden Molekule spe- 
zifisch gebunden worden sind. 

15. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 20 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Molekule nach einem der Anspriiche 1 bis 14, 
dadurch gekennzeichnet, daB an jeder Sensorposition 
individuell das Ausbleiben molekularer Bindungser- 
eignisse detektiert wird, nachdem Analyte aus Stoffge- 25 
mischen mil den auf oder iiber den Sensprposilionen 
immobilisierten affinitatsbindenden Molekulen keine 
spezifische Bindung eingegangen sind. 

16. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 30 
dener Molekule nach einem der Anspriiche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, daB an jeder Sensorposition 
individuelle molekulare Bindungsereignisse nach Bin- 

. dung von Analyten aus Stoffgemischen an die auf oder 
iiber den Sensorpositionen immobilisierten affinitats- 35 
bindenden Molekule dadurch mit den Ultramikroelek- 
troden detektiert werden, daB redoxaktive Reaktions- 
produkte bindungsspezifisch eingebrachter Enzym- 
marker qualitativ und/oder quantitatiy erfaBt werden. 

17. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 40 
Detektion molekularer Assays und zumlransport gela- 
dener Molekule nach einem der Anspriiche 1 bis 16, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Ultrarriikroelektroden 
und gegebenenfalls zusatzlicbe Elektroden an jeder 
einzelnen Sensorposition mittels elektronischer Schal- 45 
tungen so adressiert und elektrochemische Ereignisse 

so ausgelesen werden, daB Potentiale zur Polarisation 
der Elektroden ohne Unterbrecbung bestehen bleiben 
und eine elektrische Doppelschicht an den fliissigkeits- 
benetzten Elektroden nicht heeinfluBt wind. 50 

18. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays gleichzeidg geeignet 
zum Transport geladener Molekule nach einem der An- 
spriiche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, daB inte- 
grierte Schal tungen fur. das Analyseverfahren im aus 55 
Siliziurn bestehenden planaren TYager hergestellt wer- 
den. 

19. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zumlransport gela- 
dener Molekule nach einem der Anspriiche 1 bis 18, 60 
dadurch gekennzeichnet, daB bei serieller Auslesung 
des Arrays elektrochemische Vorgange, die an den Ul- 
tramikroelektroden und gegebenenfalls zusatzlichen 
Elektroden an jeder einzelnen Sensorposition in der 
Zeit zwischen individuellen Auslesevorgangen ablau- 65 
fen, individuell erfaBt und gespeichert und/oder auf- 
summiert werden, 

20. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 



921 A 1 

32 

Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Molekule nach einem der Anspriiche 1 bis 19, 
dadurcb gekennzeichnet, daB die einzelnen Sensorposi- 
tionen durch volumenseparierende Kompartments so 
abgetrennt sind oder mechanisch abgetrennt werden 
konnen, daB eine positionsspezifische quantitative 
elektrochemische Detektion moglich ist 

21. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Molekule nach einem der Anspriiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB Ultrarnikroelektroden 
aus Edelmetall und wahlweise weilere flachige oder 
strukturierte Elektroden und/oder unkontaktierte me- 
tallische FLachen gleichzeitig als Immobilisierungsfla- 
chen fiir Self-assembling-Monoschichten unterschied- 
licher thiolmodifizierter affinitatsbindender Molekule 
auf den verschiedenen Sensorpositionen genutzt wer- 
den. 

22. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Molekule nach einem der Anspriiche 1 bis 21, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Ausbildung von Sel- 
fassembling-Monoscbichten so ausgefuhrt wird, daB 
auf alien Sensorpositionen eine gleichartige Beschich- 
tung mit bifunktionellen i ihiolmodifizierten Molekulen 
vorgenommen wird, die in einem zweiten Reaklions- 
schritt zur Bindung gleicher oder unterschiedlicher af- 
finitatsbindender Molekule auf jeder einzelnen Sensor- 
position genutzt werden. 

23. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zumlransport gela- 
dener Molekule nach einem der Anspriiche 1 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet, daB die nach Anspruch 20 
und 21 an den einzelnen Sensorpositionen immobili- 
sierten affinitatsbindenden Molekule mit einer Schicht 
aus Hydrogelen belegt werden, die wahlweise auch das 
gesamte elektrische Sensorarray bedecken kann. 

24. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Molekule nach einem der Anspriiche 1 bis 23, 
dadurch gekennzeichnet, daB in die Kompartments an 
den einzelnen Sensorpositionen unterscrriedliche affi- 
nitatsbindende Molekule, die an Polymere oder an Na- 
nopartikel aus Metallen oder mineralischen Stoffen 
oder in gelartigen Substanzen tragergebunden sind, 
eingebracht und fixiert werden. 

25. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Molekule nach einem der Anspriiche 1 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, daB die an einzelnen Sensor- 
positionen eingebrachten und an partikularen TYagem 
ixnmobilisierten affinitatsbindender Molekule zusatz- 
lich in einer Schicht aus Hydrogelen fixiert werden, die 
wahlweise auch das gesamte elektrische Sensorarray 
bedecken kann. 

26. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Molekule nach einem der Anspriiche 1 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, daB zwischen den Ultrami- 
kroelektrodenpaaren der verschiedenen Positionen des 
elektrischen Sensorarray s, wahlweise unter Einbezie- 
hung der Hilfselektroden des Sensorarrays, solche 
elektrischen Felder erzeugt werden, daB geladene Mo- 
lekule nach elektrophoretischen Prinzipien hewegt 
werden. 

27. Elektrisches Sensorarray zur elektrochemischen 
Detektion molekularer Assays und zum Transport gela- 
dener Molekule nach einem der Anspriiche 1 bis 26, 
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dadurch gekennzeichnet, dafi zwischen den Ultrami- 
kroclcktrodcnpaarcn dcr vcrschicdcncn Positioncn dcs 
elektrischen Sensqrarrays, wahlweise unter Einbezie- 
hung der Hilfselektroden des. Sensorarrays, solche 
elektrischen Wechselfelder erzeugt werden, dafi gebun- 5 
dene Analytmolekule abhangig von Bindungsstarke 
und Ladung von den einzelnen Sensorpositionen ent- 
fernt werden. 
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